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Experimentelle Untersuchungen tiber die Kohlehydrattoleranz 
im Verlauf der allgemeinen Avitaminose und Avitaminose B. 


Von 


0. Kauffmann-Cosla, 0. Vasileo und S. Oeriu. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakodynamie der Medizinischen Fakultét Bukarest.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Februar 1932.) 


Einfiihrung. Nach den biologischen Versuchen der letzten 
Jahrzehnte ist heute ganz eindeutig festgestellt, da& die Vitamine 
ein unerlaBlicher Faktor im normalen Stoffwechsel sind. Bei ihrem 
Fehlen treten charakteristische Ausfallserscheinungen auf, die 
aihnlich wie die katalytische Wirkung von Insulin auf die Zucker- 
assimilation, nur bestimmte Teilfunktionen betreffen und fiir die 
einzelnen Vitamine spezifisch sind. 


J. A. Colazzo?) stellt bei einem Hunde mit Karenz eine starke Hyper- 
glykimie fest, nachdem er diesem ,,per os‘‘ eine Menge von Traubenzucker 
verabreicht. Wird dieselbe Menge bei einem normalen oder in Unterernihrung 
(Inanition) sich befindendem Hunde angewendet, so bleibt sie ohne jeglichen 
EinfluB. Magne und Simmonet?) beobachteten, da8 durch Einspritzen von 
Traubenzucker bei Tauben mit Karenz des B-Faktors keine Erhéhung des 
Respirationskoeffizienten hervorgerufen wird; bei normalen Tieren und bei 
denjenigen, die einem vollkommenen artifiziellen Regim unterworfen sind, 
eine Erhéhung zu bemerken ist. Dieselben Forscher stellten auch fest, daB 
avitaminése Tiere, denen eine Zuckermenge verabreicht wird, einen ver- 
minderten respiratorischen Koeffizienten aufweisen, obwohl sie zu gleicher 
Zeit eine Hyperglykamie haben. Abderhalden‘), Caspari und Mos- 
kowski5), E. A. Cooper®), Maurer’) behaupten, daB die Tiere mit Karenz, 
denen groBe Mengen von Kohlehydraten (Reis) verabreicht werden, um so 
friiher die Unfalle zeigen, je gréBer die Kohlehydratmenge ist. Frau Randoin 
und Simmonet?®) behaupten, daB bei der Avitaminose B das Tier nicht in der 
Lage ist, den Zucker ganz auszuniitzen und daB die Stoffwechselstérung fiir 
diese Stoffe zur Bildung giftiger Produkte fiihrt; die Ansammlung dieser 
toxischen Produkte fiihrt zum Ausbrechen einer Explosion, die ahnlich dem 
diabetischen Koma ist. St. Draganescu und Alisiewitsch-Draganescu’) 
erklaren diese Stérungen der Zuckerassimilation durch die Tatsache, daB die 
Blutamylase bei den Tieren mit Karenz weniger aktiv ist als bei normalen 
Tieren. A. I. Koudriavtzeva [Charkow]*) zeigte, daB bei den Hasen, die 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVII. 8 








114 O. Kauffmann-Cosla, O. Vasilco und S. Oeriu, 


einem Vitaminkarenzregim unterworfen sind, die Konzentration des Blutes 
an Amylase unter EinfluB von Insulin zum normalen Werte zuriickkehrt. 
Frau Randoin und R. Lecoq®) haben den Verlauf einer Krankheit beobachtet, 
die durch den Mangel des B-Vitamins hervorgerufen wurde. Sie legten dabei 
Wert auf die Art der Kohlehydrate (Zucker, Starke usw.). Sie gelangten zu 
der Folgerung, daB, je langsamer oder schwacher sich die Intestinalresorption 
des Zuckers oder der Starke zeigt, oder je gréBer die Zuriickhaltung ist, um so 
schwacher progressiert die Krankheit; umgekehrt, je starker die digestive 
Resorption ist (Glykose, Galaktose), je schwacher die Bildung von Glykogen, 
um so rascher erfolgt der Tod, wenn das Vitamin B in der Nahrung fehlt. 
Frau Randoin und Simmonet?®) untersuchten die Wirkung der Zucker bei 
Avitaminose B und stellten fest, daB bei Tauben mit Karenz des Faktors B 
das Leben verlangert werden kann, wenn kein Zucker der taglichen Nahrung 
hinzugefiigt wird. Je gréBer die Zuckermenge in der taglichen Nahrung ist, 
um so mehr wachst der Bedarf an Vitamin B. Sie stellten damit fest, daB die 
Kohlehydrate bei der Avitaminose B eine toxische Wirkung ausiiben und 
daB diese Toxizitat durch den Faktor B neutralisiert werden kann. Dieser 
Faktor spielt eine besondere Rolle in den Stoffwechselstérungen der Kohle- 
hydrate; bei Abwesenheit dieses Faktors werden die Kohlehydrate nicht 
verbraucht. Sie stiitzen sich diesbeziiglich insbesondere auf die Versuche von 
von Bickel?®, 21), Kauffmann-Cosla!’, 15, 14), K. J. Schimidzu!’) und 
Colazzo'), die einerseits die Verhaltnisse zwischen experimentellen Poli- 
neuritis und Diabetes und andererseits die zwischen den Vitaminfaktoren und 
Insulin aufweisen. O. Kauffmann-Cosla, O. Vasilco und S. Oeriu??) 
zeigten, daB der B,-Faktor der Vitamine B eine spezifische Wirkung auf die 
Assimilation der Kohlehydrate ausiibt. A. Bickel? 11), Kauffmann- 
Cosla?!, 12, 13, 14, 15, 16) mit seinen Mitarbeitern J. Roche, Rolph Zérken- 
doérfer, W. Zorkendérfer, zeigten, daB in der allgemeinen Avitaminose, wie 
auch bei dem Diabetes mellitus, die Zwischenprodukte des Zuckers (Acet- 
aldehyd und Milchséure) durch den Urin in pathologischen Mengen aus- 
geschieden werden. Sie zeigen somit, daB bei der allgemeinen Avitaminose, 
wie auch bei dem Diabetes, die Kohlehydrate nur teilweise oder auch gar 
nicht von den Zellen des K6érpers assimiliert und somit durch den Harn aus- 
geschieden werden. J. Roche?*), 8. H. Kon?*), L. Randoin und F. Turo- 
binski*) stellten dieselben Stoffwechselstérungen auch bei der Avitaminose B 
fest. Jarussowa*) beweist, daB eine Stoffwechselstérung fiir Traubenzucker 
bei dem experimentellen Skorbut vorhanden sei. Kauffmann-Cosla, 
O. Vasilco und Frau Parhon-Stefanescu!’) haben dasselbe bei Pellagra- 
kranken festgestellt. Da®B bei Kohlehydratbelastung das C/N-Verhialtnis an- 
steigt, ist durch Tangl*) und S. R. Benedict?’) bewiesen worden. 

Aus dem bisherigen geht hervor, da bei der allgemeinen Avitaminose, 
wie auch bei den verschiedensten Karenzen, die Kohlehydrate weniger gut 
verbrannt werden kénnen. Von diesem Gedankengang ausgehend, versuchten 
wir in den folgenden Versuchen festzustellen, ob diese Stérung bei der Be- 
lastung mit Traubenzucker regelmaBig auftritt und sie in einem direkten 
Verhaltnis zu der Verschlechterung und der Dauer der Krankheit steht. 


Aufgestellte Fragen. 1. Was geschieht bei einem Hunde, 
dessen allgemeiner Stoffwechsel bei voller Avitaminose gestort ist, 
wenn man ihm zu der gewohnlichen tiglichen Nahrung eine be- 
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stimmte Traubenzuckermenge hinzufiigt, die er ohne weiteres im 
gesunden normalen Zustand vertrigt ? 

2. Ist die Zuckertoleranz ein Ma8 fiir diesen Grad der Stoff- 
wechselstérung? Das heiBt: bleibt sie gleich wihrend der ganzen 
Zeit der Krankheit oder nimmt sie mit ihr ab, wie die Avitaminose 
zunimmt ? 

3. Welcher Art der Nahrungsmittel ist diese Stérung zu ver- 
danken ? 

4. Hat das Insulin irgendeinen EinfluB auf die Stoffwechsel- 
storungen, die bei tiaglicher Zufuhr von Traubenzucker in der 
gewohnlichen Nahrung des an allgemeiner Avitaminose erkrankten 
Tieres hervorgerufen werden ? 

5. Ist diese Stoffwechselst6rung auch von anderen Stérungen 
allgemeiner Natur begleitet ? 


Protokoll der Versuche. Unsere Versuche wurden an 3 Hunden 
ausgefiihrt, bei welchen wir, wie aus den beigelegten Tabellen 
ersichtlich ist, St6rungen im allgemeinen Stoffwechsel durch 
Harnanalysen aufzeigen konnten. 

Die Tiere haben wahrend der ganzen Zeit der Versuche eine 
vorziigliche Nahrungsresorption. In der ersten Zeit bekommen die 
Tiere eine gemischte Nahrung, die reich an Vitaminen, Salzen und 
hypercalorisch im Verhaltnis zu ihrem K6rpergewicht ist. Im 
ersten Zeitabschnitt von 6—10 Tagen, in welchem man ein kon- 
stantes Korpergewicht bemerkt, werden neben der gewohnlichen 
Nahrung mittels einer Sonde durch den Schlund je 8 g Trauben- 
zucker per Kilogramm K6rpergewicht verabreicht. Diese Menge 
wird vom Tiere sehr gut vertragen und assimiliert. 

Nach diesem ersten Zeitabschnitt sind die Tiere einer giinz- 
lichen oder teilweisen Karenz des Faktors B unterworfen. 

Periodenweise, von 10 zu 10 Tagen, gibt man dem Tiere ver- 
schiedene Traubenzuckermengen und beobachtet die allgemeinen 
Stoffwechselst6rungen. 


Allgemeine Besprechungen. Aus den beigelegten T'abellen er- 
sieht man, daB in der ersten Voravitaminoseperiode, wahrend 
welcher alle Hunde ihr Korpergewicht konstant halten, die Oxy- 
dation in den Zellen ganz normal verliuft, obwohl man zu der 
gewohnlichen tiaglichen Nahrung noch je 8 g Traubenzucker pro 
Kilogramm Korpergewicht des Tieres hinzugefiigt hat. 

Der Harnquotient (C/N) schwankt zwischen 0,55—0,64. Am 
44. Versuchstage sieht man beim Hunde Nr. 1, der unter einer 
8 * 
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vollen Vitaminkarenz leidet, daB bei Verabreichung von 32 ¢ 
Traubenzucker tiglich (ungeféhr 4 g pro Kilogramm) sofort eine 
Stérung der Oxydation der Zellen stattfindet; der Harnquotient 
C/N steigt plotzlich von 1,1 auf 1,3—1,5 an, wobei er in den 
nachsten Tagen bei 1,5 konstant bleibt; Acetaldehyd und Milch- 
siure haben unter EinfluB von Glykoseverabreichung an Kon- 
zentration zugenommen, zur selben Zeit nimmt der Gesamt- 
Harnkohlenstoff zu, wahrend der gesamte Harnstickstoff fast un- 
verandert bleibt. 

Am 26. Versuchstage bekommt der Hund 4 Einheiten Insulin, 
die sich aber als nicht ausreichend erweisen; es werden dann 8 und 
12 EKinheiten Insulin verabreicht. 

Es ist sofort zu bemerken, daB der Harnquotient C/N kleiner 
wird, und zwar bis 0,96 und dann sogar 0,83; zugleich fallt auch 
der Wert von Acetaldehyd und Milchsiure; deren Konzentration 
kehrt fast zum normalen zuriick. 

In den nichsten Tagen bekommt das Tier weder Zucker, 
noch Insulin, und der Quotient kehrt zu dem pathologischen Wert 
von 1,06 zuriick. 

Am 54. Tage wurden je 1,5 g Traubenzucker pro Kilogramm 
Korpergewicht verabreicht und der Harnkoeffizient C/N stieg 
nicht an. 

Am 56. Tage wurden je 2g Glykose pro Kilogramm Ko6rper- 
gewicht verabreicht und jetzt ist eine Steigerung des Harnkoeffi- 
zienten C/N zu bemerken; zugleich steigt auch der Wert des 
Acetaldehyds und der Milchsiure im Harne, was ja darauf hin- 
weist, daB je 2g Glykose pro Kilogramm K6rpergewicht nicht 
mehr assimiliert wurden. 

Am 66. Tage bekommt das Tier auBer seiner gewohnlichen 
tiglichen Nahrung je 1 g Traubenzucker puriss. Merck pro Kilo- 
gramm Korpergewicht; der Harnkoeffizient steigt von 1,08 auf 
1,5 an. Man bemerkt wieder eine Steigerung von Acetaldehyd 
und Milchsiiure im Harn, was ja auf eine schlechte Verarbeitung 
des Traubenzuckers hinweist, da er im Harn in Form der Zwischen- 
produkte und nicht ganz abgebaut bis zu CO, ausgeschieden wird. 

Am 70. Tage wurden dem Tier’ 10 Einheiten Insulin ver- 
abreicht, der Harnkoeffizient C/N tritt zu 0,7 zuriick; dieser Wert 
nihert sich dem normalen. 

Am 72. Tage werden auBer der gewéhnlichen taglichen Nah- 
rung 20 g Glykose verabreicht; das Tier zeigt schwere Vergiftungs- 
erscheinungen, wie Erbrechen, Durchfall, Zittern der Glieder, 















Experimentelle Untersuchungen iiber die Kohlehydrattoleranz usw. 117 


fallt in Bewegungslosigkeit und verendet nach kurzer Zeit, obwohl 
sofort eine kleine Menge Insulin verabreicht wurde. 

Aus friheren von uns veréffentlichten Arbeiten (Bull. Soe. 
Chim. biol. erscheint in den nichsten Tagen) geht hervor, daB 
bei einem Hunde, der eine vitaminreiche und gemischte Kost 
bekommt, etwa 40 Cal. pro Kilogramm Korpergewicht, die Ver- 
abreichung von 6—8 g Traubenzucker pro Kilogramm Ko6rper- 
gewicht nebst der allgemeinen Kost, keine Stoffwechselstérungen, 
sowie auch keine Erhoéhung des Harnquotienten C/N hervorruft. 
Der Korper vertrigt die oben erwahnte Zuckerbelastung tadel- 
los monatelang. 

Bei dem Hunde Nr. 1 aus Tab. 1 sehen wir, daB 64 g Trauben- 
zucker neben der taglichen Nahrung, keine Erhéhung des Harn- 
quotienten C/N, sowie auch keine Stérung des allgemeinen Stoff- 
wechsels hervorgerufen haben, solange sich der B-Faktor noch nicht 
ausgewirkt hat. Die gesamte C- und N-Menge des Harns andert sich 
durch die Zulage kaum. Wenn dann nach einem Zeitraum von 
22 Tagen sich der B-Mangel bemerkbar macht, kann dasselbe Tier 
kaum 32 g Traubenzucker nebst seiner tiiglichen Kost vertragen. 
(Erhéhung des Harnquotienten C/N, die Werte des Gesamtkohlen- 
stoffes-Acetaldehyd und Harnmilchsiure— steigen, wihrend die 
des Harnstickstoffes unverindert bleiben.) Nach 35 Tagen sinkt 
die Traubenzuckertoleranz bei dem Tiere auf 12 g und betragt am 
48. Tage kaum noch 8 g Zucker neben der tiiglichen Nahrung. 

So ist festzustellen, daSB das Tier in der voravitaminésen 
Periode eine tadellose Toleranz fiir 64 g Traubenzucker neben der 
taglichen Kost gehabt hat. 50 Tage bei Karenz des Faktors B 
sinkt die Toleranz fiir Traubenzucker auf 8g. Wird nun der 
taglichen Kost nur der dritte Teil: der zu Beginn angegebenen 
Traubenzuckermenge verabreicht, so sind die Vergiftungserschei- 
nungen sehr schwer und kénnen den Tod des Tieres bewirken. 
DaB die Verminderung der Oxydation der Zelle bei dem Fort- 
schritt der Avitaminose B- hauptsichlich die Kohlehydrat- 
gruppe betrifft, ist dadurch bewiesen, daB eine vermehrte Aus- 
scheidung von Harnacetaldehyd und Milchséiure nebst Erhéhung 
des Harnquotienten C/N zu bemerken ist und daB durch Ver- 
abreichung von Insulin sowohl der Harnquotient C/N, der ge- 
samte Harnkohlenstoff, sowie Harnacetaldehyd und Milchsaure- 
werte auf physiologische Werte zuriickgehen, waihrend der des 
gesamten Harnstickstoffes unverindert bleibt. — Da8B tatsich- 
lich die verminderte Zuckertoleranz auf Faktor B-Mangel zuriick- 
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Tabelle | 
Hundl. Avitaminose B. 
n Harn- Ct. Nt. Gesamt- | Gesamt- 
= | menge | Gesamt-| Gesamt-| C/N Harn- | Harn- 
= 3 in Harn- Harn- Harn- acet- milch- Bemerkungen 
5 | 24S8tdn.| kohlen- | stickstoff quotient aldehyd | saure 
“ in ccm | stoff in g in g in mg in mg 
i 380 1,57 2 15 0,55 4,3 7,0 | Hund 1. Korper. 
gewicht 7,800 ¢, 
Normale Kost 
2, | 440 2,09 3,66 | 0,55 3.8 5,0 
3. | 360 2.21 3,69 0,60 6.0 11,4 
4. | 430 2.49 4,47 0,60 4,9 9,7 
5. | 420 1,39 2.25 0,62 5,1 10,8 
6. | 600 2.30 3,51 0,59 4,2 91 
7. | 550 1,92 3,12 | 061 3,8 6,8 
8. | 520 1,43 2.51 0,57 5,4 9,2 
9, | 480 1,72 2.91 0,59 49 7,4 
10. | 450 1,73 2.87 0,60 4,4 8.5 
11. 380 1,94 3,12 0,62 11,2 21,3. | Normale Kost - 
64g Glykose 
12. 570 1,63 2,68 0,61 19,4 24,2 
13. 470 1,78 3,00 0,59 18,5 17,4 
14. 510 1,66 2,86 0,58 18,2 26,9 
15. 540 1,54 2,67 0,58 19,3 19,8 
16. 420 1,76 2,99 0,59 16,5 24,5 
17. 460 1,95 3,20 0,61 15,1 29,1 
18. 510 1,59 2,56 0,62 17,4 31,2 
19. 390 1,76 2,68 0,64 18,1 32,3 
20. 440 1,95 3,12 0, 62 16,1 30,4 
21 630 1,86 3,02 0,62 9,0 16,4 Kost mit Karenz 
des Faktors B 
22. 650 1,79 2,74 0,65 8,0 14,3 
23. 530 1,93 2,81 0,69 7 ‘4 15,4 
24. | 480 1,99 2,78 0,72 9,4 18,6 
25. 510 1,30 1,79 0,73 14, 6 24, 5 
26. 410 1,66 2,30 0, 76 18 ‘4 30, 6 
27. 340 1,87 2,36 0, 79 21,5 32.4 
28. 360 1,46 1,84 0, 580 30,4 36,4 
29. 770 1,66 2,02 0,83 32,6 45, "4 
30. 440 1,25 1,45 0,86 40, 3 52, 1 
31. 470 2,19 2,49 0,87 36, "4 51, 3 
32. 600 1,98 2,28 0,87 37 1 58.4 
33. 480 2,91 3,26 0,90 41.2 46,2 
34. 480 2,04 2,21 0,93 39,8 65,2 
35. 470 2,66 2,82 0,95 42,4 70,4 
36. 500 2,14 2,16 0,99 45,4 85,2 
37. 810 1,98 2,03 0,99 29, 8 48,2 
38. 600 2,43 2,42 1,00 40, 7 90, 1 
39. 550 2,70 2,62 1,03 50,6 81, "6 
40. 620 2,64 2,57 1,03 42, 4 74, ‘4 
4]. 500 2,61 2 "48 1,06 46,8 82,4 
42. 380 3,24 3.00 1,088 40,2 86,0 
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Das Tier stirbt mit schweren toxischen Erscheinungen 








Harn- Ct. Nt. Gesamt- | Gesamt- 
menge | Gesamt-]| Gesamt-| C/N Harn- Harn- 
in Harn- Harn- Harn- acet- milch- Bemerkungen 
24Stdn.| kohlen- | stickstoff quotient aldehyd |  saure 
in ccm | stoff in g in g in mg in mg 
430 2,86 2,61 1,10 60,4 90,0 |Kostm.Karenzd. 
Fakt. B. Zus. 32 ¢ 
Traubenzucker 
510 2,56 1,97 1,30 80,8 130,4 
600 4,12 2.74 1,50 90,6 150,2 
320 4,69 3,13 1,50 100,0 168,2 
470 4,59 3,06 1,50 114,70 148,2 
510 4,29 2,86 1,50 120,80 152,4 
500 4,86 3,24 1,50 75,8 90,4 | Desgl. + 4 Einh. 
Insulin ,,Novo‘ 
400 1,78 1,97 0,96 46,8 50,4 Desgl. + 8 Einh. 
Insulin ,,Novo* 
380 2,22 2,47 0,83 38,2 30,4 Desg]. +- 12 Einh. 
Insulin ,,Novo* 
360 3,43 3,22 1,06 42,4 50,1 | Kost mit Karenz 
des Faktors B 
460 2,77 2,61 1,06 41,4 48,6 Desgl. 
500 2,32 2,16 1,08 70,4 84,6 Desgl. + 12 g 
Traubenzucker 
540 4,05 3,21 1,25 92,4 110,4 Desgl. + 16 g 
Traubenzucker 
420 3,44 3,06 1,12 60,8 85,6 | Kost mit Karenz 
des Faktors B 
400 3,13 2,85 1,10 70,4 68,4 
480 3,31 3,12 1,05 42.6 51,2 
540 3,12 2,85 1,06 38,4 54,4 
480 2,38 2,25 1,06 45,4 60,4 
640 3,10 2,90 1,07 54,6 70,4 
320 3,49 3,23 1,07 51,8 61,2 
460 2,83 2,64 1,07 48,4 68,6 
520 3,38 3,12 1,08 54,2 74,2 
500 2,82 2,62 1,08 42,2 76,6 
480 4,67 3,04 1,50 72,8 91,2 | Desgl.+ 8g 
Traubenzucker 
500 2,86 1,96 1,46 90,6 120,6 Desgl. 
460 4,33 2,90 1,51 120,4 150,8 | Desgl. 
440 4,09 2.64 1,50 110,6 131,6 | Desgl. 
420 3,20 3,18 0,70 38,4 41,2 Desgl. + 10 Einh. 
Insulin 
400 1,99 2,78 0,72 30,2 36,4 | Dieselbe Behand - 
lung 


Kost m.Karenzd. 
Faktors B+ 20 g 
Traubenzucker 
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Tabelle 3. 


Hund 3. Avitaminose B. 
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Versuchstag 
Harnmenge 
| in 24 Stunden | 
in ccm 
Ct. 
Gesamt-Harn- 
| stickstoff in g 
C/N 
| Harnquotient 
acetaldehyd 
in mg 


| Gesamt-Harn- 
Gesamt-Harn- 


| Gesamt-Harn- | 
kohlenstoff in g | 


i 
| 
! 
| 
| 
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heiten Tnsulin 


~“ 


ioe) 


Vitamtinose Kost 


~“ 


milchsaure 


12,5 


in mg 


Bemerkungen 


5,800 kg Kérper- 
gewicht 
Normale Kost 
Desgl. 
Desg). 
Desgl. 
Desg}. 
Desgl. 
Desgl. 
Desgl. 





15,90 | A 


Normale Kost +- 
42 ¢ Trauben- 
zucker 
































Kost mit Karenz 
des Faktors B 


Kost mit Karenz 
des Faktors B 
+18g Trauben- 

zucker 





122 O. Kauffmann-Cosla, O. Vasilco und S. Oeriu, 


Tabelle 8 (Fortsetzung). 
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, >i «ms eis 
Plas) ES) Es| SEE [Ee 
B/ES5) Bel mol, Ss [ese les es 
- ED . 5 < % 7, < g > 5, < = : : 5 - Bemerkungen 
a | ~~ om = 
oan g 2 2S = % 2 25 
oa. oe] of] BIl[s? [os 
34. 480 1,805 1,90 0,95 §1,2 48,2 Kost mit Karenz 
des Faktors B 
35. | 500 1,795 1,95 0,92 48.6 44,2 
36. 350 1,460 1,62 0,90 36,9 47,4 
37. 420 1,642 1,84 0,89 40,2 50,4 
38. | 350 1,820 2,02 0,90 42.4 60,4 
39. 420 1,645 1,80 0,91 46,6 61,2 
40. | 380 2,020 2,24 0,90 47,2 60,6 
41. ] 410 1,952 2,12 0,92 47,4 64,2 
42.| 450 | 1584 | 1,71 | 0,93 47,4 62,2 
43. 500 2,520 2,56 0,94 44.5 66,4 
44. | 550 2,146 1,95 1,10 80,4 90,4 | Kost mit Karenz 
des Faktors B 
+12g¢gTrauben- 
zucker 
45. | 520 2,641 1,95 1,35 90,6 130,2 
46. 600 2,421 1,61 1,50 120.4 170,4 Spuren Zucker 
im Harn 
47. } 420 1,242 1,36 0,90 70,4 80,4 | Dieselbe Kost +- 
10 Einheiten In- 
sulin ,,Novo* 
48.} 400 | 1,248 | 1,54 | 0,82 40,2 40,4 
49. 280 0,872 1,23 0,71 42.2 48,2 
50. 320 1,088 1,47 0,68 38,4 36.4 























zufiihren ist, wird dadurech bewiesen, da8 das Insulin oder Zu- 
gabe frischer Hefe die verminderte ‘oleranz wieder zum Nor- 
malen zuriickbringt. *) 

Beim Hunde Nr. 2 wiederholten sich zum gré8ten Teil die 
oben geschilderten Beobachtungen, wie ja auch aus der Tab. 2 
ersichtlich ist. 

Der Hund Nr. 8 (Tab. 8), der in der Voravitaminoseperiode 
eine vollkommene Toleranz gegeniiber 42 ¢ Traubenzucker (6 ¢ 
pro Kilogramm Korpergewicht) zeigt, verhalt sich dann im Laufe 
der Versuche wie folgt: 


*) Vgl. unsere Arbeit iiber Avitaminose und die Bedeutung der 
Faktoren B, und B, in der Oxydation der Zelle. Arch. f. exper. Path. 164, 


608 (1932). 
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Am 380. Versuchstage wurden ihm je 3g Glykose pro Kilo- 
gramm Korpergewicht verabreicht; sowohl der Harnkoeffizient 
C/N wie auch Acetaldehyd und Milchsiure steigen zu patho- 
logischen Werten an. Am 44. Versuchstage werden auBer der 
taglichen Nahrung noch je 2g Glykose pro Kilogramm Koérper- 
gewicht verabreicht; dadurch steigt der Harnkoeffizient C/N auf 
1,05—1,4 an; der Wert von Acetaldehyd und Milchsiure ver- 
doppelt sich fast. Am 47. Versuchstage wurden 10 Insulineinheiten 
verabreicht, und dabei sinken sowohl der Harnkoeffizientwert C/N 
wie. auch der des Acetaldehyds und der Milchsiiure zu fast phy- 
siologischen Werten ab. 

Aus allen diesen Versuchen ist somit zu ersehen, daB Be- 
lastung mit verschiedenen Mengen von ‘'raubenzucker trotz 
gleichzeitiger Verabreichung gewéhnlicher Nahrung wihrend der 
Avitaminosenperiode sofort das Oxydationsvermégen der Zellen 
erheblich stért. Bei allen 8 Hunden beobachtet man, daB beim 
Ansteigen der Krankheit die Toleranz dem Traubenzucker gegen- 
uber allmahlich kleiner wird. Die durch Traubenzuckerverabrei- 
chung hervorgerufenen Vergiftungserscheinungen (Erbrechen, 
Durchfall, Zittern der Glieder, Apathie) waren bei manchen 
Hunden so schwerer Natur, daB sie daran zugrunde gingen. 


Schluffolgerungen. 


1. Bei einem normalen Hunde, der eine vitaminreiche und ge- 
mischte Kost bekommt, etwa 40 Cal pro Kilogramm Korper- 
gewicht, rufen 6—8g Traubenzucker pro Kilogramm Korper- 
gewicht neben der allgemeinen Kost gegében, keine Stoffwechsel- 
stérungen, sowie auch keine Erhéhung des Harnquotienten C/N 
hervor. Der K6rper vertragt die obenerwihnte Zuckerbelastung 
tadellos monatelang. 

2. Hunde mit voller Avitaminose oder Avitaminose B zeigen 
eine sehr schwere Stoffwechselstérung bei gleicher Belastung mit 
Traubenzucker. 

3. Mit Fortschreiten der Avitaminose nimmt die Toleranz fiir 
Kohlehydrate allmihlich ab; sie kann sogar negative Werte an- 
nehmen. 

4. Zusammen mit den schweren Stoffwechselstérungen, die 
durch die Verabreichung von Zucker hervorgerufen wurden, beob- 
achtet man auch eine Vermehrung von Acetaldehyd und Milch- 
siiure im Harn. 
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5. Unter dem Einflu8 von Insulin gehen die erwahnten Stoff- 
wechselstérungen allmahlich zuriick. 

6. Die zwei letzten Tatsachen gestatten die Annahme, daf 
die Stoffwechselstérungen fiir den Kohlehydratumsatz  spezi- 
fisch sind. : 

7. Diese Stoffwechselst6rung ist von allgemeinen Vergiftungs- 
erscheinungen begleitet, wie Erbrechen, Durchfall, Apathie, Zittern 
der Glieder usw., die manchmal zum Exitus der Tiere fiihren 
k6nnen. 
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Uber Nucleophosphatase ’). 


Von 


Willibald Klein. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Marz 1932.) 


Mit Hilfe der von W. Deutsch im Thannhauser’schen 
Laboratorium aus Rindsleber dargestellten Nucleophosphatase war 
es gelungen, die Phosphorsiureabspaltung aus Thymusnucleinsiiure 
bis auf beinahe 100°/, zu treiben. Die Hoffnung, die man daher 
auf dieses Ferment beziiglich seiner Kignung zur Darstellung der 
Nucleoside setzte, haben sich indessen nur zum Teil erfiillt, da 
es nicht gelang, die beigemengte Nucleosidase abzutrennen. AuBer- 
dem erforderte seine geringe Aktivitiit einen sehr groBen Aufwand 
an Enzymmaterial, welcher der Verarbeitung der Hydrolysate 
hemmend im Wege stand. Diese Verhiiltnisse lieBen es notwendig 
erscheinen, eine Quelle zur Bereitung von geeigneteren Enzym- 
lésungen ausfindig zu machen. 

Das Suchen nach einem Organ, das einen héheren Nucleo- 
phosphatasegehalt aufweist als die Leber, war von Erfolg begleitet. 
Wir kénnen aus der Diinndarmschleimhaut des Kalbes ein Enzym- 
priparat gewinnen, das den Anforderungen weitgehend entspricht, 
die zu seiner Verwendbarkeit fiir die Isolierung der Bausteine 
der Thymusnucleinsiure gestellt werden miissen. Es ist anniithernd 
frei von Nucleosidase und iibertrifft die von Deutsch?) und von 
Levene’) verwendeten Priiparate an Aktivitiit um ein Vielfaches. 
Kine vergleichsweise geringe Menge Enzym geniigt, um innerhalb 
6—8 Stunden die Thymusnucleinsiure vollstiindig zu hydrolysieren. 

1) Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. XXVI. Mit- 
teilung. 

*) Diese Z. 171, 264 (1927). 

5) J. of biol. Chem. 83, 793 (1929). 
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Die priparative Aufarbeitung dieser Hydrolysate ist in der fol- 
genden Mitteilung beschrieben, wiihrend die vorliegende sich mit 
dem Verhalten des Enzyms selbst niher beschiiftigt. 

Kine weitgehende Reinigung von lislichen Bestandteilen gelingt 
in Anlehnung an das von Deutsch (a. a. O.) vorgeschlagene Ver- 
fahren der Ausfillung des Enzyms durch Essigsiiure-Acetatgemisch 
bei p, = 4,7 und Wiederauflésen mittels Alkali, Freilich ist die 
Empfindlichkeit des nunmehr an denaturiertes EiweiB gebundenen 
Enzyms gegen das Reaktionsmilieu wesentlich erhéht. 

Von grober praktischer Bedeutung ist die Wirkungssteigerung 
der Nucleophosphatase durch Zusatz von Magnesiumsalzen. Sie 
erméglicht die Verwendung kleinster Enzymmengen. So macht 
z. B. eine Lésung, die 2 mg des Enzyms enthilt, aus 100 mg 
Thymusnucleinsiiure in 1 Stunde 25°/, des gebundenen Phosphors 
frei. Neben der Beseitigung der Phosphorsiiure durch Ausfillung 
von MgNH,PO, scheint Mg noch eine spezifisch aktivierende 
Wirkung auszuiiben. Dieses Verhalten entspricht den Befunden 
von Jenner und Kay?), die die Rolle des Magnesiums bei Phos- 
phatasen verschiedener Herkunft eingehend gepriift haben. 

Die auffallend hohe Wirksamkeit der Darmschleimhautextrakte 
gegen ‘I‘hymusnucleinsiure findet eine befriedigende Deutung, wenn 
man das Verhiiltnis der Hydrolysengeschwindigkeiten von Glyce- 
rinophosphat und Thymusnucleinsiiure untersucht und mit den 
Befunden von Levene und Dillon?) vergleicht. Diese Forscher 
haben bei Verwendung von Nucleophosphatase aus Darmfistelsaft 
von Hunden gefunden, da Glycerinophosphat etwa 20 mal schneller 
zerlegt wird als Thymusnucleinsiiure. Durch die Verwendung des 
Darmschleimhautenzyms ist nun die Spaltungsgeschwindigkeit des 
ersteren nicht mehr wesentlich gesteigert worden, wenigstens nicht 
in Abwesenheit von Magnesiumsalzen. Aber sie wird noch iiber- 
troffen durch die Geschwindigkeit des Thymusnucleinsiurezerfalls. 
Diese Beobachtung fordert nicht unbedingt die Existenz einer 
spezifischen Nucleophosphatase. Sie darf wohl eher als Bestitigung 
gelten fiir die von Thannhauser und von Levene auf Grund 
experimenteller Beobachtungen vertretenen Anschauung, daf ein 
besonderes Enzym, die Nucleotid-Acidase (Nucleinase nach 
Levene) vor der Phosphorsiureabspaltung die Aufteilung in 
Mononucleotide besorgt. Die Konzentration dieses Enzyms he- 


1) J. of biol. Chem. 93, 733 (1931). 
2) J. of biol. Chem. 88, 753 (1931). 
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stimmte bisher, da in geringer Menge vorhanden, die Geschwindig- 
keit der Hydrolyse. In der Darmschleimhaut des Kalbes finden 
wir erstmalig ein Organ, das Nucleotid-Acidase in so groBen 
Mengen enthalt, da8 nunmehr der Reaktionsverlauf von der eigent- 
lichen Phosphatasewirkung abhingig wird. Diese Nucleotid-Aci- 
dase scheint als Substrat die tierische Nucleinsiiure zu bevor- 
zugen, denn Hefenucleinsiiure wird durch Darmschleimhautextrakt 
viel schwerer hydrolysiert. Falls es gelingen wird, die eigentliche 
Phosphatasewirkung bei intakter Nucleotid-Acidasewirkung zu 
beseitigen, so bietet sich hier zum erstenmal ein gangbarer Weg 
zur Gewinnung der Mononucleotide aus Thymusnucleinsiiure. Ent- 
sprechende Versuche sind im hiesigen Laboratorium im Gang. 


Versuchsergebnisse. 
Gewinnung der Nucleophosphatase. 


Als Organmaterial dient die Diinndarmschleimhaut des Kalbes. 
Von etwa 20 Tieren wird jeweils das erste Meter des Darmes 
vom Magen weg schon im Schlachthof mit Wasser durchgespiilt 
und die Schleimhaut méglichst bald mit einem Spatel ausgeschabt. 
Man bekommt so ungefihr 500 g Organbrei, der mit 2500 ccm 
87°/,igem Glycerin versetzt und gut durchgeschiittelt wird. Zur 
Bereitung eines alkalischen Extraktes werden noch 25 ccm 10°/,- 
iger Natronlauge zugegeben. Nun laBt man etwa 2 Tage unter 
éfterem Durchschiitteln bei Zimmertemperatur stehen, gieBbt dann 
den Extrakt zur Befreiung von ungelésten Muskelfetzen durch 
ein Sieb, gibt 25 ccm Toluol zu und bewahrt den fertigen Extrakt 
im Kisschrank auf. 


Substrat. 


Das nach Feulgen?) hergestellte Natriumsalz der Thymus- 
nucleinsiure ist nicht frei von anorganischen Begleitstoffen. In 
der Hauptsache enthilt es Phosphat, im Durchschnitt ungefihr 
0,15 g P in 100g Substanz; auBerdem in geringeren Mengen Erd- 
alkali, vorwiegend Ca. Da der Prozentgehalt an organisch ge- 
bundenem Phosphor von Priparat zu Priparat ziemlich stark 
variiert, wurde fiir simtliche vorliegenden Versuche das nimliche 
Priparat verwendet. Die nach Verbrennung mit Salpetersiiure 
und Schwefelsiure ausgefiihrte Analyse ergab fiir 100 mg einen 
Gehalt von 4,475 mg gebundenen Phosphors. 


1) Diese Z. 90, 261 (1914). 
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Zu Vergleichszwecken wurden schlieBlich noch Hefenuclein- 
siure [acidum, Boéhringer?)] und Natriumglycerinophosphat (Merck) 
herangezogen. 

Pufferlosungen. 


In den meisten Fillen geschah die Pufferung durch 1-n-Ammoniak- 
Ammonacetatpuffer, Verhiltnis 6,2 zu 3,8, der in der dem Ansatz ent- 
sprechenden Verdiinnung bei 87° ein py von 9,0 zeigt. Zu manchen Zwecken 
wurde auBerdem Boratpuffer nach Sérensen, py = 9,0 verwendet. 


Bestimmungs- und Me8&methode. 


Nach vdélliger Ausbildung der Versuchsmethodik erschien folgender 
Versuchsansatz am zweckmibigsten: In einem Gesamtvolumen von 8 ccm 
sind 2 ccm Pufferlésung, 160 mg thymusnucleinsaures Natrium und 2 ccm 
Enzymlésung von wechselnder Konzentration. Substrat- und Enzymlésung 
werden getrennt vorher auf py = 9,0 gebracht und auf Versuchstemperatur 
erwirmt. Siimtliche Hydrolysen sind bei 37° im Thermostaten durchgefiihrt. 
Der Spaltungsgrad wird bestimmt durch Ermittlung des Zuwachses an an- 
organischem Phosphat. Das Unterbrechen der Enzymwirkung geschieht 
durch Einpipettieren von 8 ecm Trichloressigsiiure nach der gewihlten Zeit. 
Diese Versuchsanordnung sei im folgenden als Normalansatz bezeichnet. 
Die Ermittlung der Anfangswerte geschieht in Parallelansitzen. Die Wahl 
von Einzelansiitzen hat den Vorzug, da8 man auch nach ganz kurzen Zeiten 
den Spaltungswert mit geniigender Sicherheit erfassen kann. Ferner wird 
dadurch das wihrend des Versuchs ausgefallene Phosphat exakt mit- 
bestimmt, was besonders bei Zusatz von Magnesiumsalzen wichtig ist. Bei 
simtlichen Versuchen sind Kontrollanalysen ausgefihrt. 


Zur Phosphorbestimmung wird nun nach Abtrennung des Eiweib- 
niederschlags 10 ccm klares Filtrat mit Magnesiamixtur versetzt und nach 
Wiederauflésen des ausgefallenen MgNH,PO, als Ammoniumphosphormolyb- 
dat gefillt. Die weitere Bestimmung erfolgt gravimetrisch nach Lieb. Die 
verwendete Menge trichloressigsaurer Lisung von 10 ccm enthilt bei Ver- 
suchsbeginn 100 mg thymusnucleinsaures Natrium. Die bei 100°/,iger Spal- 
tung daraus resultierende Menge anorganischen Phosphors betrigt, wie 
schon oben angegeben 4,475 mg P. In den Tabellen sind die Phosphor- 
mengen durchweg als Ammoniumphosphormolybdat angefiihrt, und zwar 
entsprechen 4,475 mg P 308 mg Ammoniumphosphormolybdat. Umrechnungs- 
faktor: 0,01453. 

Die Fermenteigenspaltung wurde bei jedem Extrakt wiederholt unter- 
sucht und kann bei gereinigtem Enzym vernachlissigt werden. Mit einer 
Enzymliésung von der urspriinglichen Konzentration wurde im Bestimmungs- 
ansatz nach 24 Stunden maximal ein Zuwachs von anorganischem Phosphat 
entsprechend 3,0 mg Phosphormolybdat gefunden. 


1) Der Firma Bohringer & Sohn, Mannheim méchten wir auch an dieser 
Stelle fiir die kostenlose Uberlassung der Hefenucleinsiure unsern Dank 
aussprechen. 














Uber Nucleophosphatase. 


Reinigung des Enzyms. 


Aus den Glycerinausziigen der Darmschleimhaut liBt sich 
das Enzym von den meisten gelésten Begleitstotfen befreien, wenn 
man ebenso wie bei dem Leberferment von Deutsch (a. a. O.) 
mit Essigsiure-Acetatputier auf p,, = 4,7 ansiiuert. Die ausfallende 
KiweiBfraktion enthalt den gréBten Teil des Enzyms. Sie wird 
nach Abzentrifugieren und zweimaligem Auswaschen mit essig- 
saurem Wasser, mit Alkali auf p, = 9,0 gelist und zum urspriing- 
lichen Volumen aufgefiillt. Ein Vergleich der Wirksamkeit des 
so gereinigten Enzyms mit der des Rohenzyms ist in Tab. I 
gegeben. 

Bei diesen und allen folgenden Versuchen sind nachstehende Ab- 
kiirzungen gewihlt: 


Thym. = Thymusnucleinsaures Natrium 
P-M = Phosphormolybdat, angegeben in mg. 
E-K = Enzymkonzentration, bezogen auf die Konzentration im 


verwendeten Rohextrakt, diese gleich 1 gesetzt. Da- 
von sind dann im Bestimmungsansatz 2 ccm verwendet. 


Tabelle L 
Normalansatz: enthilt 2 cem Mg-Acetat, 0,1-m. 


Versuchsdauer: 1 Stunde. 
Versuchsansatz e enthilt 1 cem Glycerin. 

















I. Rohenzym Il. gereinigtes Enzym 
roe oe Spaltung || _ | | — Spaltung- 
Nr | EK geen ie) ee eee -— 

P-M w P P-M 0) 
aoa TD a = ba ——<—= = — , - , 7 
a) | YW, | 154.7 | 50,2 d) 1} 1019 | 33,1 
b | % | 1251 | 406 e) 1/, | 135,2 | 43,9 
c) | 6% ~=6©| «1920 | 62,8 (Glycerin) | | 


1 ccm Rohextrakt enth. 0,372 mg anorg. P, entspr. 25,6 mg P-M 
1 cem gerein. Enzym enth. 0,026 mg anorg. P, entspr. 1,8 mg P-M 


Die Tabelle zeigt, daB das gereinigte Enzym nur in konzen- 
trierteren Lésungen eine (scheinbar) héhere Aktivitiit besitzt, bei 
fortschreitender Verdiinnung kehrt sich das Verhiltnis um. Diese 
Beobachtung wird erklirt durch den Versuch e. Glycerin iibt 
eine mit der Konzentration stark ansteigende Hemmung aus. In 
Wirklichkeit geht ein Teil der Wirkung durch den Reinigungs- 
prozeB verloren. Indessen kommt fiir die priiparativen Zwecke 
der folgenden Arbeit nur das gereinigte Enzym in Frage; auch 
lassen sich infolge der weitgehenden Befreiung von Begleitstoffen 
die quantitativen Verhiltnisse viel weniger entstellt wiedergeben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVII. 9 
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WirkungsgroBe der Darmschleimhautnucleophosphatase. 

Die vollstindige Abspaltung der Phosphorsiure aus gréBeren 
Mengen Thymusnucleinsiure zwecks Isolierung der Nucleoside 
war immer mit einem unverhiltnismiBbig groben Aufwand an Zeit- 
und Enzymmaterial verbunden. Auch mit dem Leberferment nach 
Deutsch brauchte man dazu bei wiederholter Fermentzugabe 
etwa 3 Tage. Diese Schwierigkeiten kénnen nach der Auffindung 
des Darmscbleimhautenzyms als iiberwunden gelten. Neben seinem 
minimalen Nucleosidasegehalt ist es vor allem die enorme Aktivitiit, 
die es vor den bisher verwendeten Enzympriiparaten auszeichnet. 
Der folgende Vergleich mit den Fermenten von Deutsch und 
Levene soll eine Vorstellung von dem ungefihren Stirkeverhialtnis 
vermitteln. 


Aktivitatsvergleich 


a) Darmfistelsaft von Hunden, Versuch von Levene und Dillon’). 
Temp. 30°, Thym. 2°/,ig; 
Enzymkonz. etwa 10 mg pro 1 ccm Lésung. 
63°/, Spaltung in 24 Stunden. 

b) Leberferment nach Deutsch, gereinigt. 
Temp. 37°, Thym. 2°/,ig; 
Enzymkonz. 4 mg pro 1 cem Lésung, 
10°/, Spaltung in 1 Stunde. 

ce) Darmschleimhautenzym, gereinigt. 
Temp. 37°, Thym. 2°/,ig. 
Enzymkonz. 0,63 mg pro 1 cei Lésung. 
18,9°/, Spaltung in 1 Stunde. 

d) Dasselbe. 
Enzymkonz. 6,3 mg pro 1 ccm Liésung. 
95,9°/, in 6 Stunden. 


Wie weiter unten niher erédrtert wird, lift sich die Nucleo- 
phosphatasewirkung noch bedeutend steigern, wenn man Magnesium- 
salz zusetzt. Es gelingt so, mit einer Enzymlésung, die 5—6 g 
Trockensubstanz enthalt, aus 100 g Thym. in 6 Stunden die 
Phosphorsiiure fast quantitativ (96°/,) abzuspalten. 


Anwendung verschiedener Extraktionsmittel. 


a) Physiologische Kochsalzlésung 
b) 87°/,iges Glycerin 
ec) 87°/,iges Glycerin, 0,1°/, NaOH enthaltend. 





1) a. a. O. und zwar 8. 767. 
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Tabelle II. 


Versuchsansatz: 10 ccm Thym. 8°/,ig, 10 ccm Boratpuffer, 10 cem Enzym- 
loisung (E-K = 1). Zur P-Bestimmung verwendet: 5 cem. Endspaltung: 
411 mg P-M. Versuchsdauer: 6 Stunden. 








Spaltung 
Nr. Scribe eae ieee inet 
P-M 
a) 145,9 35,5 
b) 295,5 | 71,9 
c) * 312.4 76,0 


Die hier wiedergegebenen Beispiele zeigen die Uberlegenheit der 
glycerinhaltigen Extraktionsmittel gegeniiber den wibrigen. Es kommen 
im folgenden nur erstere zur Verwendung. 


Darstellung von Trockenpraparaten. 


Die Vorteile, die die Verwendung eines konstanten Enzymmaterials 
bietet, veranlaBte zu Versuchen iiber die Herstellung von Trockenpriparaten. 
Direkte Fiallung des Enzyms mit Aceton fiibrt leicht zu gréBeren Ak- 
tivititsverlusten. Dagegen erhalt man ein sehr aktives Trockenenzym, wenn 
man den bei pg = 4,7 aus Glycerinextrakt gewonnenen und mit Wasser 
gewaschenen EKiweiSniederschlag im Exsiccator oder auch mit Aceton und 
Ather trocknet. Man erhilt nach Zerreiben im Achatmérser ein gelblich 
gefirbtes Pulver. Versuche mit schwach alkalischen Mitteln, wie Borat- 
oder Ammonacetatpuffer zu eluieren, lieferten nur schwache Enzymlésungen. 
Dagegen kommt die Fermentwirkung wieder sehr stark zum Vorschein, 
wenn man das Pulver z. B. mit Ammonacetatpuffer vom py = 9,0 eine halbe 
Stunde bei 37° unter 6fterem Umschiitteln digeriert und dann, ohne vom Un- 
gelésten abzufiltrieren, einen Teil zum Spaltungsversuch verwendet. 


Beispiele. 
Alkalischer Glycerinextrakt vom 30. VI. ergibt bei Trocknung des 
Essigsiiureniederschlags 

a) Uber CaCl,, 15,5 mg pro 1 cem, 

b) Mit Acetoniither, 12,6 mg pro 1 ccm Trockensubst. 
Neutraler Glycerinextrakt vom 30. VI. Siiureniederschlag getrocknet: 

a) Uber CaCl,, 11,4 mg pro 1 cem, 

b) Mit Acetonither, 8,6 mg pro 1 cem Trockensubst. 
Neutraler Glycerinextrakt vom 20. VII. 

Aceton-Athertrocknung: 8,3 mg pro 1 ccm Trockensubst. 


Aktivitat der Trockenpraparate. 

In 10 cem Boratpuffer ist das jeweils fiir 10 cem unverdiinntes Enzym 
ermittelte Gewicht an Trockenpriiparat 1/, Stunde bei 37° belassen: dazu 
kommen fiir den Versuch 10 ccm H,O und 10 cem Thym. 8°/,ig. Versuchs- 
dauer: 6 Stunden. Verwendet pro P-Bestimmung 5 ccm. Endspaltung: 
411 mg P-M. Zum Vergleich sind die entsprechenden Spaltungswerte des 
frischen Enzyms mit angefiihrt. 


Q* 
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Tabelle IIL. 
Acetontrocknung Uber CaCl, cetrocknet | Frisch. Enz. 
Extrakt ‘Spaltung | py pro |_ Spaltung | P-M pro _ Spaltung 
P-M | %, img Tr.-G. P-M | %, img Tr.-G. P-M | °/, 
Alkal. Glyc.- | | | | 
E. 80.VI. | 1443) 35,1} Id [1924 468 124 | 202.2) 49,2 
Neutr. Glyc.- | | | 
E. 80. VI. | 127,0| 30,9) 14,8 | 1850) 45,0) 162 | 192,8 | 46,9 
Neutr. Glyc.- | | | | 
K. 20. VII. | 128.2) 31,2 | 14,5 169,3 | 41,2 
Ders. | | | 
4Woch. alt | 128,2 |) 31,2 | | 
Ders. | | | 
6 Mon. alt | 123,7, 30,1 | | 











Pro 1mg Trockenpriparat berechnet ist die Aktivitit bei den neu- 
tralen Glycerinextrakten etwas héher als bei alkalischen, nach Trocknung 
iiber CaCl, etwas héher als nach Acetontrocknung. Die Priparate zeigen 
nach einem '/, Jahr noch keine Abnahme der Aktivitiit. 


Alterung der Glycerinextrakte. 

Die ‘Trockenpriiparate stellen gegeniiber dem gereinigten, 
frisch verwendeten Enzym keine héhere Reinigungsstufe dar. 
AuBerdem stért die schlechte Reproduzierbarkeit beim Anstellen 
quantitativer Messungen. Daher ist der Befund, daB die Extrakte 
unter Toluol in der Kilte aufbewahrt, in ihrer Wirkung auch 
nach sehr langer Zeit nicht schwiicher werden, von grober Wichtig- 
keit. Tab. IV greift ein typisches Beispiel fiir das Verhalten 
eines neutralen und eines alkalischen Glycerinextraktes wihrend 
der Alterung heraus. 

Tabelle IY. 
Versuchsansatz wie bei Versuch Il; Dauer der Hydrolyse: 6 Stunden. 
a) Neutraler Glycerinextrakt vom 30. VI. 
b) Alkalischer Glycerinextrakt vom 30. VI. 











a) bp) 
Tag | a Spaltung — ; Tag - Spaltung _ 
des Versuchs | p.y | °/, des Versuchs | P-M | °/, 
2. VIT. 31 | 192.8 46,9 2. VIL. 31 | 201,2 48,9 
9. VII. 191,1 46,5 9. VIT. | 236,7 57,6 
30. VII. 193,6 47,1 30. VII. | 245,8 59,8 
5. X. 1923 46.9 5. X. | 2484 | 60,5 
| 111.32 | 251,9 61,3 
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Die alkalischen Extrakte zeigen eine (allmiihlich abklingende) 
Aktivitiitssteigerung mit zunehmendem Alter, wiihrend die neu- 
tralen ihre urspriingliche Stiirke beibehalten. Bezieht man die 
Aktivitaét auf 1 mg Trockengewicht, so niihern sich die anfiinglich 
schwiicheren alkalischen Extrakte beim Altern den neutralen. 
Parallel mit der Aktivitiitssteigerung geht auch eine Anderung 
der physikalischen Eigenschaften. Die Essigsiiurefillung ist bei 
frischen Extrakten ziemlich grobkérnig und setzt sich leicht ab. 
Bei alten Extrakten wird sie héher dispers und libt sich schwer 
zentrifugieren. Meistens wurden die alkalischen Extrakte be- 
vorzugt, da hier die absoluten Enzymausbeuten griBer sind. Fiir 
priiparative Zwecke laBt man die alkalischen Extrakte vorteilhaft 
mindestens einen Monat alt werden. 


Hemmung der Nucleo-Phosphatasewirkung. 

Die systematische Verbesserung eines Enzympriparates setzt 
die Kenntnis hemmender und aktivierender Faktoren voraus. Die 
hemmende Wirkung des Glycerins, welche, wie weiter oben schon 
gezeigt, recht betriichtlich ist, hat in diesem Zusammenhang 
weniger Interesse zu beanspruchen, da immer mit glycerinfreien 
Lésungen gearbeitet werden konnte. Dagegen war der EinfluB 
des wihrend der Hydrolyse frei werdenden Phosphats und der- 
jenige von Boratpuffer auf die Reaktionsgeschwindigkeit zu unter- 











Zeitlicher Verlauf der Thymusnucleinsdurespaltung. 
a) In Gegenwart von Ammonacetatpuffer (Kurve I). 
b) In Gegenwart von Boratpuffer (Kurve I). 


suchen. Die hemmende Wirkung des letzteren auf Phosphatase 
ist nichts Neues. Fiir den Fall der Glycerinophosphatspaltung 
haben sie Erdtman?) und Hommerberg?) beschrieben. Levene 


1) Diese Z. 172, 182 (1927). 
2) Diese Z. 185, 123 (1929). 
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und Dillon (a. a. 0.) geben fiir die Thymusnucleinsiiurespaltung 
erst nach 15—20°/,iger Hydrolyse eine Abnahme der Reaktions- 
geschwindigkeit an. Vorliegende Befunde lassen ein den zitierten 
Versuchen an Glycerinphosphat entsprechendes Verhalten erkennen. 

Eine 100°/,ige Spaltung wird im Falle des Boratpuffers nicht erreicht. 
Schon die Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse sind hier nur etwa 
halb so groB wie bei Ammonacetatpuffer. Die Konstanten sinken in beiden 
Fiillen kontinuierlich ab. 

Phosphat hemmt ebenfalls sehr stark. Da seine Konzentration 
withrend der Hydrolyse ansteigt, ist der oben beobachtete Abfall 
der Konstanten dadurch zum grofen Teil erklirt. Die folgenden 
Versuche demonstrieren die Kinwirkung von anfianglich zugesetztem 
Phosphation in verschiedenen Konzentrationen (Tab. V.) Die 
Phosphatkonzentration im Normalansatz nach 100°/,iger Spaltung 
(ohne Zusatz von KH,PO,) ist 2,9- 107%, also kommensurabel mit 
den hier angewandten Phosphatanfangskonzentrationen. 


Tabelle VY. 


Normalansatz; E-K = 1, Gesamtvolumen 8 cem; 2 cem KH,PO, verschie- 

dener Konzentration, Versuchsdauer 2 Stunden. Bestimmt wird nach Aus- 

fiillung des Phosphats der restliche organische Phosphor nach Verbrennen 
mit Salpeter- und Schwefelsiiure als Phosphormolybdat. 














' Konzentr. von KH, PO, Restl. org. Phosph. Spaltung 
Nummer | “in der R.-Mischung P-M 0, 
a) 0 112,2 63,6 
b) 1,75 +1072 184,1 40,2 
¢) 35 +1072 298 2 25,9 
d) 7,0 +107 251,15 18,3 











Geschwindigkeitssteigerung durch Zusatz von Magnesiumacetat. 


Bei der fermentativen Aufspaltung der Thymusnucleinsiure 
zu priparativen Zwecken hat schon W. Deutsch!) Magnesium- 
salze verwendet, um die hemmende Wirkung der Phosphorsiure 
zu beseitigen. Neuerdings haben Jenner und Kay (a. a. O.) die 
von Erdtman?’) entdeckte Aktivatorwirkung des Magnesiums 
auf dialysierte Phosphatase auf breiterer Basis untersucht. Sie 
erkliren die Wirkung des Magnesiums als eine spezifische. Eine 
Beseitigung der Phosphorsiiturehemmung liegt dort nicht vor, da 
die Reaktionsmischung kein schwerlisliches Phosphat ausscheidet. 


1) Diese Z. 186, 11 (1930). 
% Diese Z. 177, 211 (1928). 
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Tabelle VI. 


Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Mg-Salzkonzentration. 
Normalansatz: E-K = '/,; Versuchsdauer 80 Minuten. 
Mg-K = Mg-Salzkonzentration, Mol pro Liter Reaktionsmischung. 
Verwendet: Magnesiumacetat. 

















Spaltun Y 
Nummer Mg-K —_— ory --, ; Zuwachs 
P-M o/, in mg P-M 
1 0 44,4 14,4 = 
2 25-1073 50,3 16,3 5.9 
3 5,0-1073 56,5 18.4 12,1 
4 15-1072 78,9 25,6 34,5 
5 2,5 +1072 83,3 27,1 38.9 
6 35-1072 83,0 27,0 38,6 
7 40-1072 82,4 26,8 38.0 
8 4,5-10-? 81,7 26,5 37, 
9 5,0-10-2 80,1 26,0 35,7 
10 7,5: 107? 77,6 25,2 33,2 
1] 10,0: 10-2 15,5 | 24.6 31,1 


Da die hier beschriebenen Versuche in Gegenwart von Ammon- 
acetatputier ausgefiihrt sind, fallt wahrend der Reaktion MgNH,PO, 
aus. Daher ist sicher ein T'eil der Geschwindigkeitssteigerung 
durch die Entfernung der Phosphorsiiure aus dem Reaktionsgemisch 
hedingt.!) Das Optimum der Magnesiumsalzwirkung liegt bei einer 
Konzentration von etwa 2,5-107? Mol pro Liter. Es sinkt nach 
héheren Konzentrationen sehr langsam ab. Die Grobe der 
Wirkungssteigerung durch Zusatz von Magnesiumacetat entspricht 
ungefihr der von Jenner und Kay fiir undialysiertes Enzym 
angegebenen. 

DaB die Rolle des Magnesiums sich auch hier nicht nur auf 
die Beseitigung der Phosphorsiiure beschriinkt, dafiir spricht sehr 
eindeutig ein Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse 
in Gegenwart und in Abwesenheit von Magnesiumsalz (‘T'ab. VIII). 
Schon zu Beginn der Spaltung sind die Unterschiede ganz _ be- 
deutend und lassen auf das Vorhandensein einer eigentlichen 
Aktivatorwirkung schlieBen. 

Um iiber die Spezifitiit der Magnesiumsalzaktivierung Anhalts- 
punkte zu bekommen, wurde auch das Verhalten anderer Metall- 





1) Thymusnucleinsaures Natrium enthilt sowohl anorganisches Phosphat 
als auch Erdalkalisalz. Versetzt man eine (8°/,ige) Lésung mit dem gleichen 
Volumen Ammonacetatpuffer, so fallt nach kurzem Stehen Erdalkali-Phosphat 
aus. Das Filtrat davon zeigt keinen nachweisbaren Gehalt mehr an Ca 
oder Mg, in Spuren noch Phosphat. Es wurde bei der Un-ersuchung 
aktivierender Einfliisse stets benutzt. 
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salze untersucht. Bei der Thymusnucleinsiiurespaltung ist nun die 
mégliche Auswahl sehr beschriinkt, da die meisten Metalle, z. B. 
auch Ba und Mn schwerlésliche Verbindungen bilden. Ein posi- 
tiver Effekt tritt aber ein bei Zusatz von Ca-Salzen. 


Tabelle VII. 


Zeitlicher Verlauf der Nucleophosphatasewirkung. 
Normalansatz; E-K = 1/,. 
Mg-Acetatkonz.: 2,5-10-* Mol pro Liter (der Reaktionsmischung). 
= monomolekulare Konstante mal 10°. 





























a) Verlauf ohne Mg-Salz b) Verlauf mit Mg-Salz 
Zeit Spaltung k Zeit Spaltung 7 
in Min. P-M | 0/, in Min. P-M | 0), 

2 4.0 13 | 2,84 2 7,7 | 25 | 5,50 

4 6,9 22 | 2.42 4 14,2 | 4,6 | 5,1] 
8 12,9 4,2 | 2.33 8 27,1 | 88 | 5,00 
16 23.7 7,7 | 2,18 16 52,4 | 17,0 | 5,06 
32 42.2 13,7 | 2,01 2 73,9 24,0 | 4,97 
64 71,5 23,2 | 1,79 32 92.7 30,1 | 4,86 
128 113,0 36,7 | 1,55 48 127,55 | 414 | 4,83 
256 164,8 53,5 | 1,30 64 149,7 48,6 | 4,52 
512 210,1 68,2 | 0,97 96 1814 | 58,9 | 4,02 
24 Std. | 270,1 87,7 | 0,63 128 204.5 | 66,4 | 3,70 
256 261,8 | 85,0 | 3,22 
512 2963 | 96,2 | 2,77 

24 Std. | 307,3 99,8 on 











Tabelle VIII. 


Normalansatz; E-K = 3/,, Versuchsdauer 1/, Stunde. 
Verwendet: Mg-Acetat; Ca-Acetat; CaCl,. 





























Nr Salzzusatz in __ Spaltung Zuwachs 
— Mol pro Liter P-M | 0/, mg P-M 
l i 54,3 | 17,6 _ 
2 Mg-Acetat 2,5-10-? 96,3 | 31,3 42.0 
3 Ca-Acetat 2,5-10-? 92,7 30,1 38,4 
+ Ca-Acetat 2,5-10-% 65,1 21,1 10,8 
5 CaCl, 2,5-10-3 91,5 29,7 37,2 


Die Tab. VIII zeigt, daB die Geschwindigkeitssteigerung, die 
mit Ca-Salzen erzielt worden ist, von derselben GriSenordnung 
ist, wie im Falle der Mg-Salze. Eine gleichsinnige Beobachtung 
haben auch Jenner und Kay gemacht. Sie heB sich dort aber 
nicht reproduzieren, wiihrend die hier angestellten Versuche stets 
zum niimlichen Resultat fiihrten. 











Uber Nucleophosphatase. 


Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 


Die Versuche iiber die p,,-Abhingigkeit der Nucleophosphatase- 
wirkung brachten im wesentlichen eine Bestiitigung der von 
Levene und Dillon gemachten Angaben. Das Wirkungsoptimum 
liegt nicht unter dem schon ziemlich stark alkalischen p, von 
9,2, sowohl mit als auch ohne Mg-Salzzusatz. Das bei allen 
Hydrolysen eingestellte p,, von 9,0 ist somit etwas unterhalb des 
Optimums. Die Pufferung mit Ammonacetat geniigt in den meisten 
Killen um das p,, bis zum Ende der Hydrolyse zwischen 8,8 und 
9,0 konstant zu halten. 


Enzymzerstorung durch das Reaktionsmilieu. 

Im Gegensatz zu der grofen Bestiindigkeit der Glycerin- 
extrakte fillt das durch die Essigsiiurefillung gereinigte Knzym 
unter den Reaktionsbedingungen einer ziemlich schnellen Zer- 
stérung anheim. Dadurch wird der Anwendung immer kleinerer 
Enzymmengen eine Grenze gesetzt. Falls es gelingen wird, die 
Empfindlichkeit des Enzyms durch andere Reinigungsmethoden, 
etwa Adsorption, wesentlich zu erniedrigen, wird man bei gleicher 
Aktivitiit mit noch weniger Enzym auskommen als bisher. 


Tabelle IX. 


Inaktivierung durch das Reaktionsmilieu. 
Normalansatz; E-K = '/,; Versuchsdauer 30 Minuten. 
Nach einer bestimmten Expositionszeit des Enzyms bei 37° (in Gegenwart 
von Ammonacetatpuffer) wird jeweils die Substratlésung einpipettiert. 














a) Mg-Salzkonz. 2,5 + 10-?Mol _ b) ohne Mg-Salz 
Expos.-Dauer | _—Spaltung —s}- Expos.-Dauer | _—Spaltung 
in Minuten | PM | % in Minuten | P-M | % 
0 | 965 | 31,3 0 | 444 | 144 
30 | 820 | 2260 30 | 393 | 127 
60 62,2 | 20,2 60 | 27,7 | 90 
120 | 395 | 12,8 120 19,1 | 6,2 
240 40 | 7,8 








Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von Enzymkonzentration 
und Zeit. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit enzymatischer Prozesse ist bei 
reinen Enzymlésungen der Konzentration proportional. Diese 
einfache Beziehung ist hier nun sehr unvollkommen erfiillt. Die 
Proportionalitiit ist auch im Bereich sehr kleiner Enzymmengen 
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und im ersten Viertel der Reaktion nicht streng linear. Aus 
diesem Verhalten wire auf einen Hemmungskorper zu schlieBen, 
dessen Wirkung mit seiner Konzentration stiirker als einfach 
proportional ansteigt. Als solcher kommt nach der Reinigung 
von lislichen Begleitstoffen noch das als Triiger wirkende Eiweil 


Tabelle X. 


Variation von Enzymkonzentration und Zeit. 

Normalansatz; Mg-Acetatkonzentration 2,5 - 10-* Mol pro Liter der Reaktions- 
mischung 

a) E-K=1: b) EK = '/,; c) E-K='/,; d) E-K = 4/,). 














- —— — 
Zeit in | Spaltung Zeit in Spaltung 
Min. P-M 7, | k Min. PM | °%/, k 
4 40,5 13,2 15,3 4 25,0 8,12 9,19 
s 85,0 27,6 17,6 8 48,1 15,6 9,20 
16 | 152,1 49,4 18,5 16 89,7 29,2 9,36 
32 | 211,9 | 68,8 15,8 32 144,5 46,9 8,60 
66 | 251,0 81,9 11,1 66  209,0 67,9 7,47 
c) d) 
4 | 5,4 | 5,0 5,60 4 6,5 2,11 2,32 
8 27,7 | #90 | 5,12 ~ 12.7 4,12 2.28 
16 52,6 17,1 5,07 16 21,4 | 6,95 1,96 
32 91,0 29,6 | 4,76 32 39,7 | 12,9 1,87 
66 | 147,2 47,8 | 42 66 719 | 23,3 1,75 











Tabelle XI. 


Sehr kleine Enzymkonzentration. 
Normalansatz; Mg-Acetat wie Tab. X. Versuchsdauer 1 Stunde. 











Spaltung 
Be So neers 
| P-M | "le | k 
Vig | 78,6 | 25,5 2,13 
Sian | 47,6 | 15,4 1,21 
"leo ! 26,1 | 8,5 0,63 
tl ee 110 | 3,8 0,28 


in Betracht. Tab. X vergleicht den EinfluB der Enzymkonzentration 
bei verschiedenen Spaltungszeiten; ebenso bestiitigt Tab. XI, die 
sich mit der Wirkung kleinster Enzymmengen befabt, das be- 


schriebene Verhalten. 
Wie schon Tab. VII zeigt, naihert sich durch den Wegfall 


der Phosphorsiiurehemmung der Reaktionsverlauf der monomole- 
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kularen Beziehung. Er ist jedoch eine Funktion der Enzym- 
konzentration (vgl. Tab. XI), so da’ die Konstanten bei niedrigen 
Konzentrationen zwar noch absinken, bei hohen aber sogar steigen. 
3ei fortgeschrittener Hydrolyse tritt ein ziemlich rascher Ge- 
schwindigkeitsabfall ein, der hauptsiichlich auch auf Enzymzer- 
stérung zuriickzufiihren ist. Die reinen Gesetzmiibigkeiten in der 
Kinetik der Nucleophosphatasewirkung sind also im wesentlichen 
noch entstellt durch zwei Faktoren, niimlich die rasche Inaktivierung 
und die hemmende Wirkung des EiweiBes. Diese Beobachtungen 
lieBen auch die Aufstellung einer Bestimmungsmethode auf all- 
gemeiner Grundlage als verfriiht erscheinen. Als empirisches 
MaB fiir die Nucleophosphatasewirkung wird die Phosphorsiiure- 
abspaltung, angegeben in Prozent, unter folgenden Bedingungen 
benutzt: 

In einem Gesamtvolumen von 8 ccm sind 2 cem Ammoniak- 
Ammonacetatpuffer, 1-n, vom p,, = 9,0, 2 ccm Mg-Acetat, 0,1 m, 
160 mg thymusnucleinsaures Natrium, vorher auf p,, = 9,0 gelist 
und 2 ccm Enzymlisung in 4facher Verdiinnung bezogen auf die 
urspriingliche Konzentration im Glycerinextrakt. Die Spaltung 
betriigt bei einem mittelstarken Priiparat nach 30 Minuten etwa 
25°/,. Zur Phosphorbestimmung sind, wie schon oben erwiihnt, 
jeweils °/, des Bestimmungsansatzes verwendet, entsprechend 
100 mg Thym. Somit kommt auf 100 mg Thym. eine Enzym- 
menge von ungefiihr 5 mg Trockengewicht. 


Vergleich der Hydrolysengeschwindigkeit 

von Thymus- und Hefenucleinsaure und Glycerinophosphat. 

Die angewandten Mengen Hefenucleinsiiure und Glycerinophosphat 
sind so berechnet, daB im Ansatz die gleiche Menge abspaltbarer Phosphor 
ist wie bei Thym., entsprechend also eine Endspaltung von 308 mg P-M. 

50 mg Hefenucleinsiure (acidum, Bohringer) liefern nach Verbrennung 
mit Salpeter-Schwefelsiiure 272,0 mg P—M, dementsprechend sind im Be- 
stimmungsansatz 90,4 mg, in der Phosphorbestimmung 56,6 mg Hefe- 
nucleinsiiure, 


Natriumglycerinophosphat (Merck): 50,0 mg im Bestimmungsansatz, 
81,25 mg in der Phosphorbestimmung. 


Die Spaltung der Hefenucleinsiiure lieb sich auch bei Ver- 
wendung unverdiinnten Enzyms im Verlauf von 24 Stunden nicht 
ganz bis auf 100°/, treiben. Diese zeigt sich also viel schwerer 
angreifbar als die Thymusnucleinsiiure. Das Darmschleimhaut- 
enzym verhilt sich demnach ganz anders als das von Levene 
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Tabelle XII. 


Normalansatz; Mg-Salzkonzentration 2,5-10-? mol; E-K = 
a) Versuch mit Extrakt vom 12. X. Versuchsdauer 30 Minuten. 
b) Versuch mit Extrakt vom 29. IX. Versuchsdauer 60 Minuten. 

















a) 
| Spaltun § altung 4 
Substrat | = “ 6 Substrat = nn a : 
| PM | % PA ‘ 
oan | ol Te: Sanaa 
Thymusnucleins. .| 76,4 | 24,8 Thymusnucleins. . | 124,9 40,5 
Hefenucleinsiiure . | 30,8 10,0 Hefenucleinsiure. | 53,9 | 17,5 
Glycerin-Phosphat | 63,1 20,4 Glycerin-Phosphat| 115,9 | 37,6 
Hefenucleinsiiure . | 276,3 89,7 | 
(E-K = 1, Hydr. | | 
24 Stunden) | - | 


und Dillon beschriebene Enzympriiparat. Verschiedene gepriifte 
Extrakte zeigen alle dasselbe Verhalten. Sogar die Glycerino- 
phosphatspaltung bleibt hinter der Geschwindigkeit des Thymus- 
nucleinsiiurezerfalls zuriick. Die sich aus dieser 'l'atsache er- 
gebenden Konsequenzen sind in der Einleitung diskutiert. 
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Uber den Gehalt von Leim aus Seide vom Bombyx ari. 


Von 
Emil Abderhalden und Otto Zumstein. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1932.) 


Es ist ein besonders reizvolles Problem, Produkte mit im 
wesentlichen einheitlicher Funktion, die von mehr oder weniger 
nah verwandten Organismenarten hervorgebracht werden, auf ihre 
Zusammensetzung zu untersuchen und an Hand der erhaltenen 
Ergebnisse nach Beziehungen eventuell vorhandener Besonder- 
heiten, z. B. zur Art der Nahrung oder zu besonderen Leistungen, 
zu forschen. Ein solches Material stellt die Seide dar, die von ver- 
schiedenen Raupenarten, ferner von bestimmten Spinnen und 
endlich in Gestalt des Byssus von manchen Muscheln hervor- 
gebracht wird. Es handelt sich in allen Fallen um Eiweibkorper, 
in denen die basischen Eiweibbausteine gegeniiber den Mono- 
aminosiuren stark zuriicktreten. Wahrend das sogenannte Seiden- 
fibroin verschiedener Herkunft wiederholt Gegenstand eingehender 
Untersuchungen war, liegen iiber die Zusammensetzung des Seiden- 
lems noch keine umfassenderen Forschungen vor. Eine erste 
Untersuchung stammt von Emil Fischer und A. Skita.!) Sie 
untersuchten den Leim der gewohnlichen Seide. Den Gehalt an 
Monoaminosauren des Leimes der Cantonseide haben Emil Abder- 
halden und Worms?) festgestellt. Es ist ferner der Leim der 
indischen Tussahseide in der gleichen Richtung untersucht worden.*) 
Endlich hat W. Tiirk*) sein Augenmerk hauptsichlich auf den 
Gehalt des Leimes der gewéhnlichen Seide an Lysin, Arginin und 
Histidin gerichtet. Er bestimmte auBerdem noch Tyrosin, Leucin 
und Serin. 

Unsere Untersuchung hatte zum Ziel, einerseits den Gehalt 
des Leimes von gewohnlicher Seide an einzelnen bekannten Bau- 
1) Diese Z. 35, 221 (1902). 

2) Diese Z. 62, 142 (1909). 
3) Emil Abderhalden u. F. W. Strauch, Diese Z. 71, 365 (1911). 
4) W. Tiirk, Diese Z. 111, 70 (1920). 
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steinen genauer aufzukléren und andererseits nach eventuell 
neue PBausteinen zu fahnden. Von noch nicht im Seidenleim 
beobachteten Aminosauren stellten wir [Tryptophan und ferner 
]-(+)Norvalin fest. Ferner gewannen wir durch Oxydation von 
Seidenleim mit Salpetersiure Norisozuckersdure und Zucker- 
siure. Auf den Versuch, Seidenleim mit der genannten Saure zu 
oxydieren, kamen wir auf Grund von Beobachtungen, die auf das 
Vorhandensein von Chitosamin hinwiesen. Dazu kam, dafi der 
eine von uns (Abderhalden) kiirzlich gemeinsam mit K. Heyns?) 
den Nachweis erbringen konnte, dafi im Fibroin der Tussahseide 
Chitosamin enthalten ist, wahrend Fibroin aus gewohnlicher Seide 
bei der Oxydation mit Salpetersiiure keine Norisozuckersiure 
liefert. Der Umstand, daB aus dem Seidenleim neben Noriso- 
zuckersaure noch Zuckersaure isoliert werden konnte, spricht dafiir, 
daB neben Chitosamin noch eine andere verwandte Verbindung, 
vielleicht Glucuronsaéure, vorhanden sein mu. Wir dachten an 
die Moéglichkeit des Vorhandenseins des Mukoitinschwefelsiure- 
komplexes. Es gliickte uns jedoch nicht, emdeutige Anhalts- 
punkte fiir sein Vorkommen zu gewinnen. Es entstand auch hier 
wie bei der schon erwihnten Untersuchung des Tussahseiden- 
fibroins die Frage, ob nicht das nachgewiesene Chitosamin von bei- 
semengten Anteilen der Hille der Puppe des Schmetterlings her- 
stammt. Da zu unseren Versuchen reinste Seide verwendet wurde, 
an deren Faden keine Spuren von Anteilen der genannten Art zu 
entdecken waren, so erscheint uns die Annahme berechtigt, dal 
Chitosamin ein Bestandteil des untersuchten Seidenleimes ist. 
Die folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht iiber die bei 
der vollstindigen Hydrolyse von Seidenleim der gewoéhnlichen 
Seide erhaltenen Ausbeuten an einzelnen Bestandteilen: Der 
Wassergehalt betrug 13,65°/, und der Aschegehalt 5,92°/. 





i. Gipiekoll . . ..... ER | © Tyron. .....+s Oy, 
Sen iw wk tt Bee | OO Ci kc wo 
3. Serin. ...... . . 11,25°, | 11. Tryptophan . .. . vorhanden 
4. Meewelin ....... OY | 1. doe... ....s ss 
SO. Wm. 2 se sw 6 Bee | OB. Bs «wis tt 
GO. demein ........ Bey | A. Bile ww ws 
7. Asparaginsiure .. . . 3,40°/, | 15. Chitosamin ..... . 0,50°/) 
8. Glutaminséure. . . . . 2,25°/) | 16. Glucuronsaure bz. Glucose 0,60°/, 

47,50°/, 


In Wirklichkeit war die Ausbeute an den angefiihrten Pro- 
dukten gréBer. Angefiihrt sind die im analysenreinen Zustand 





1) Diese Z. 202, 37 (1931). 
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gewogenen Verbindungen. Das wiederholte Umkrystallisieren 
fuhrt zu unvermeidbaren Verlusten. Es liefert ferner die zuletzt 
angewandte Estermethode keine quantitativen Ausbeuten. Es 
verbleibt jedoch auch dann, wenn die in den angewandten Methoden 
hegenden Verluste relativ hoch veranschlagt werden, noch ein 
erheblicher Anteil an Spaltprodukten wbrig, der sehr wahrschein- 
lich neben Zersetzungsprodukten noch unerkannte Substanzen 
enthalt. Es besteht natiirlich auch die Méglichkeit, daB der Seiden- 
leim an und fiir sich nicht einheitlich ist, und ein besonderer Anteil 
von ihm einen Aufbau besitzt, der zu besonders vielen schwer 
krystallisierbaren Produkten fihrt. 


Experimenteller Teil. 


Der Seidenleim wurde in bekannter Weise nach den Angaben von 
Emil Fischer und A. Skita!) durch Auskochen von Seide mit Wasser im 
Autoklaven bei 125—140° gewonnen. Die nach dem Verdampfen der waBrigen 
Lésung verbleibende Masse enthielt 18,30°/, Stickstoff, 5,92°/, Asche und 
13,65°/, Wasser. Angewandt wurden 400 g zuvor mit Ather im Soxhletapparat 
von Fetten und fettaihnlichen Substanzen befreiter Leim. Die Hydrolyse 
wurde mittels 25°/,iger Schwefelsiure durchgefiihrt. Nach 21] stiindigem 
Kochen unter Riickflu8 war die Biuretreaktion negativ geworden. Nach dem 
Erkalten der Hydrolysenfliissigkeit schieden sich Calciumsulfatkrystalle ab 
(4 g); ferner waren in geringer Menge Huminsubstanzen entstanden. Besondere 
Sorgfalt verwandten wir auf das griindliche Auskochen des Bariumsulfat- 
niederschlages (entstanden bei der Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt). 
Die Aufarbeitung erfolgte zunachst durch stufenweises Eindampfen, bis jeweils 
Krystallabscheidungen erfolgten. Unser Ziel war, méglichst viele EiweiB- 
bausteine ohne Anwendung der Estermethode zu isolieren. Wir muBten 
schlieBlich zu dieser greifen, um den zuletzt verbleibenden Sirup, der allen 
MaBnahmen zur Abscheidung von festen Bestandteilen widerstand, weiter 
aufzuteilen. Wir gewannen bei der Verseifung der einzelnen Esterfraktionen 
Alanin, Leucin und Serin. Ferner hatte sich vor der Infreiheitsetzung der 
Kster Glykokollesterhydrochlorid abgeschieden. Die sogenannten Hexon- 
basen isolierten wir nach dem Verfahren von Kossel und Kutscher.*) Er- 
wahnt sei noch, daB auffallend viel Ammoniak bei der Hydrolyse des Seiden- 
leimes zum Vorschein kam. 


Nachweis von Norvalin neben Valin: Der Beweis des Vorkommens von 
l-(+-)Norvalin neben 1-(-++) Valin wurde in der gleichen Weise gefiihrt, wie es 
wiederholt an dieser Stelle geschildert worden ist.*) Zuerst wurden durch frak- 


1) Diese Z. 35,:221 (1902). 

_*) Lysin als Pikrat, Arginin und Histidin als Pikrolonat. Zur Identifi- 
zierung des Lysinpikrats stellten wir nach dem Verfahren von E. Abder- 
halden und H. Brockmann [Fermentforschung 10, 163 (1929)] den Gehalt 
an Pikrinsaure fest. 

3) Zuletzt bei Emil Abderhalden u. K. Heyns, Diese Z. 206, 137 
(1932), 
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tionierte Krystallisation Substanzen gewonnen, die nach mehrfachem Um- 
krystallisieren die Analysenzahlen der Aminovalerianséure ergaben. Weiterhin 
wurde auf Krystallfraktionen hingearbeitet, die einerseits das Drehungs- 
vermégen des 1-(+)Valins und andererseits dasjenige des 1-(+-)Norvalins 
moéglichst weitgehend aufwiesen. Dazwischen verblieben Krystallfraktionen, 
deren Drehungsvermégen mehr oder weniger nahe an demjenigen der einen 
oder anderen der genannten Verbindungen lag. Zur vollstandigen Reindarstel- 
lung der in Frage kommenden Verbindungen fiihrten wir diese mittels Nitrosyl- 
bromids in die zugehérigen «-Bromfettsiuren iiber. Wir verfolgten dann einer- 
seits die Geschwindigkeit der Aminierung, und andererseits unterbrachen wir 
die Einwirkung des Ammoniaks zu einem Zeitpunkt, in dem der gréBte Teil 
der vorhandenen «-Bromnorvaleriansiure aminiert sein muBte, wahrend von 
in geringer Menge beigemischter «-Bromisovaleriansiure nur ein kleiner Teil 
aminiert sein konnte. Es gliickte auch dann, wenn, wie in der beifolgenden 
Figur dargestellt, die Trennung von Norvalin und Valin durch fraktionierte 


100 — 
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Cc: x ” s bei der a-Brom-iso-valerianséure. 


Krystallisation noch recht unvollstaéndig war, ohne Schwierigkeit auf dem 
genannten Wege die beiden genannten Aminosduren nachzuweisen und ein- 
deutig zu identifizieren. In dem in der Figur wiedergegebenen Fall wurden 
3,7 g Bromfettsiuregemisch bei 37° in 25 ccm 25°/,igem waBrigem Ammoniak 
gelést. Die Lésung wurde bei 37° aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurden Proben 
zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Aminierung entnommen. Nach 
5stiindiger Aminierung wurde ein Teil der Aminierungsfliissigkeit abgenommen 
und die Aminierung abgebrochen. Wir siuerten mit Bromwasserstoffsiure an 
und atherten die nicht aminierten Anteile der «-Bromvalerianséuren aus. 
Die atherische Lésung wurde verdampft, nachdem sie zuvor mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet worden war. Der Riickstand bestand im wesent- 
lichen aus «-Bromisovaleriansiure. Er wurde in der 5fachen Menge 25°/jigem 
waBrigem Ammoniak aufgenommen und nach erfolgter Aminierung in be- 
kannter Weise aufgearbeitet. Die nach der Ausitherung verbliebene waBrige 
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Lésung wurde nach dem Silbersulfat-Barytverfahren aufgearbeitet. Zur 
Identifizierung der beiden isolierten Aminovaleriansiuren verwendeten wir 
die Phenylisocyanatverbindung bzw. das entsprechende Hydantoin. 


d-(+)3-Phenyl-5-n-propyl-hydantoin. 
0,0196 g Substanz gaben 1,77 ccm n/10-H,SO, nach Kjeldahl. 
C,,H,,0O,N, (Mol.-Gew. 218) Ber. N 12,84°/, Gef. N 12,65°/, 
Die Substanz war zur Reinigung in wenig Ather gelést und mit ziemlich 
viel Petrolather gefallt worden. Lange, weiBe Nadeln, die bei 112—113° (unkorr. ) 
schmolzen. 
[a> = -+ 62,02° in absolutem Alkohol (0,0460g aufgefiillt auf 1,50 ccm). 


]-(—)3-Phenyl-5-iso-propyl-hydantoin. Zur Reinigung wurde das 
Praparat ebenfalls in wenig Ather gelést und mit Petrolather gefallt. Lange, 
weiBe Nadeln, die bei 126—127° schmolzen. Schmelzpunkt, mit synthetisch 
hergestelltem Material vermischt, unbeeinfluBt. 


0,0224 g Substanz gaben 2,03 ccm n/10-H,SO, nach Kjeldahl. 
C,.H,,0.N. (Mol.-Gew. 218) Ber. N 12,84°/, Gef. N 12,70°/, 
[ap — — 85,53° in absolutem Alkohol (0,0509 g aufgefiillt auf 1,5 ccm). 


Oxydation von Seidenleim mit Salpetersiure. 100 g¢ Seidenleim 
wurden in 500 cem Salpeterséiure (spez. Gew. 1,2) aufgelést. Zur 
Einleitung der Reaktion leBen wir die Lésung etwa 7 Stunden 
lang auf dem siedenden Wasserbade stehen. Darauf dampften wir 
das Reaktionsgemisch in einer Porzellanschale unter haufigem 
Umrihren bis zum diinnen Sirup ein. Nach nochmaliger Zugabe 
von 150 cem Salpetersiure wiederholten wir die gleiche Operation. 
Der Riickstand wurde dann mit Wasser aufgenommen. Die wib- 
rige Lésung wurde mit Ammoniak neutralisiert. Hierauf fallten 
wir aus schwach essigsaurer Lésung die vorhandene Oxalsiure in 
Form von Calciumoxalat aus. Nach mehrstiindigem Stehen wurde 
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Ammoniak neutralisiert. Hierauf 
setzten wir zu der siedend heifen Lésung konzentrierte Bleiacetat- 
lésung hinzu und zwar solange, bis keine Triibung mehr entstand. 
Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt und das 
abgetrennte Bleisalz mittels Schwefelwasserstoffes zerlegt. Nach 
Entfernung des gebildeten Bleisulfids und Aufkochen des Filtrats 
mit Tierkohle iibersittigten wir die kochende Lésung mit Chinin 
und zwar bis diese deutlich alkalisch reagierte. Das iiberschiissige 
Chinin entfernten wir durch Ausschiitteln mittels Essigesters. 

Bei der Aufarbeitung der entstandenen Chininsalze zeigte es 
sich, daB verschiedene schwer lésliche Produkte vorhanden waren. 
Die ersten Krystallfraktionen bestanden aus zuckersaurem Chinin. 
Aus dem Filtrat davon gewannen wir das norisozuckersaure Salz. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVII. 10 
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Chininsalz der Zuckersaure.') Die Verbindung krystallisierte aus Wasser 
in schénen langen Nadeln. Sie schmolz unter Zers. bei 168—169° (unkorr.), 
Der Mischschmelzpunkt mit einem aus Traubenzucker dargestellten Praparat 
war derselbe wie der mit dem erwahnten Priaparat erhaltene, 


3,128 mg Substanz gaben 7,425 mg CO,, 2,015 mg H,0. 


6,815 mg Pm » 0,381 ccm N (22°, 756 mm). 
CH 904(CopH24N202)2 (Mol.-Gew. 858) 
Ber. C 64,34°/, H 6,76°/, N 6,53°/, 
Gef. ,, 64,74 99 64p20 » 6,44 


Ausbeute etwa 2,5—3 g Chininsalz; das sind rund 0,6°/, freie Zuckersaure. 


Chininsalz der Norisozuckerséure.*) Wir erhielten die Ver- 
bindung aus Wasser in langen Nadeln. Schmelzp. 206—207° unter 
Zersetzung. Mischschmelzpunkt mit dem Chininsalz von Noriso- 
zuckersiure 206—207°. Ausbeute 1—1,5 g = 0,3—0,4°/, Chitos- 
amin. 

Zur Identifizierung der aus Seidenleim gewonnenen Zuckersaure stellten 
wir aus Traubenzucker durch Oxydation mit Salpetersiure (25 g Glucose und 
350 ccm Salpeterséure (1,2 spez. Gew.) solche dar. Auch hier entfernten wir 
zunaichst die Oxalsiure und fallten die Zuckerséure als Bleisalz, zerlegten 
dieses mittels Schwefelwasserstoffs und gewannen das Chininsalz. Das aus 


Wasser umkrystallisierte Produkt zeigte Schmelzp. 168—169° (unkorr.) und 
krystallisierte genau so wie das aus Seidenleim gewonnene entsprechende 


Produkt. 


Zusammenfassung. 


Die Zusammensetzung des Seidenleimes an Aminosiuren 
weicht weitgehend von derjenigen des Seidenfibroins ab. Neu 
nachgewiesen sind ]-(—)Tryptophan und ]-(+)Norvalin. . Ferner 
ist die Anwesenheit von Chitosamin festgestellt und diejenige einer 
Verbindung — Glucuronséure bzw. Glucose —, die bei der Oxy- 
dation mit Salpetersiiure Zuckersiure hefert, erwiesen. 


1) Vgl. C. Neuberg, Ber. chem. Ges. 34, 3966 (1902). 
*) C. Neuberg u. Wolff, Ber. chem. Ges. 34, 3845 (1901). 

















Kine neue Darstellungsweise von Cholesterinathern. 


Von 


Walter Stoll. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Marz 1932.) 


Die Sulfosdéureester von Sterinen wurden aus 2 Griinden ein- 
vehender untersucht. Zuerst sollte versucht werden, nach der 
Methode von Phillips?) bei den physiologisch wichtigsten Sterinen, 
dem Ergosterin und Cholesterin, eine Waldensche Umkehrung zu 
erreichen. Das zweite Ziel bestand darin, mit Hilfe der von Hiickel 
und Frank?) gefundenen GesetzmiBigkeiten Anhaltspunkte iiber 
die raumliche Anordnung an der Hydroxylgruppe bei den Sterinen, 
besonders bei den Bestrahlungsprodukten des Ergosterins, zu 
bekommen. Hieriiber wird in einer spiteren Arbeit berichtet. 

Bei dem Versuch, den p-Toluolsulfosiureester des Ergosterins 
darzustellen, erhielt ich das Ergotetraen B%); diese Tatsache ist 
gut verstindlich, da ja schon Rygh*) festgestellt hatte, daB beim 
Ergosterin die Wasserabspaltung leicht eintritt. 

Der p-Toluolsulfosiureester des Cholesterins wurde von 
Freudenberg und Hess®) dargestellt. Bei naherer Unter- 
suchung dieses Esters wurde gefunden, daB er sehr reaktions- 
fahig ist. Beim Kochen mit wiBrigem Aceton erfolgte rasch Ver- 
seifung, wie durch die Fallung mit Digitonin leicht erkannt werden 
konnte. 

Bei mehrstiindigem Kochen mit Alkoholen entstanden aus dem 
Cholesterinester in guter Ausbeute die entsprechenden Ather des 
Cholesterins; mit methylalkoholischer Kaliumacetatlésung bildete 
sich ein neuer, isomerer Cholesterylmethylather. 





1) J. Chemical Society 128, 44 (1923). 
2) Liebigs Ann. 477, 141, 154 (1930); vgl. Diese Z. 202, 232, Anm., 4 
(1931). 
3) Diese Z. 202, 232 (1931). 
4) Diese Z. 185, 101 (1929). 
5) Liebigs Ann. 448, 128 (1926). 
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Cholesterinather wurden zuerst auf folgenden Wegen her- 
gestellt. Diels und Blumberg?) erhitzten Cholesterylchlorid mit 
Magnesiumalkoholaten im Bombenrohr auf 125° und _ stellten 
so die Methyl-, Athyl- und Propylither des Cholesterins dar. 
Steinkopf und Bliimmer?) kamen zu den Phenyl- und Benzyl- 
iithern des Cholesterins durch Erhitzen des Cholesterylchlorids 
mit Natriumphenolat auf 160° und des Cholesterinkaliums mit 
Benzylchlorid. In letzter Zeit sind eine Reihe von Cholesterin- 
iithern durch Bills und Mac Donald’) gewonnen worden durch 
Erhitzen von Cholesterin mit Alkoholen unter Zusatz von Fuller- 
erde oder ahnlichen Stoffen. 

Die leichte Atherbildung aus dem _ Cholesteryltoluolsulfo- 
siiureester ist iberraschend. Bisher liegen folgende Beobachtungen 
an ‘l'oluolsulfosiureestern vor: Krafft und Roos‘) konnten bei 
6stiindigem Erhitzen von p-Toluolsulfosiureaéthylester mit Alkoho! 
auf 150° die Bildung von Athylather feststellen. Ferns und Lap- 
worth®) fanden, daB die Toluolsulfosiureester sich ahnlich wie 
Halogenalkyle verhalten und gewannen durch Erhitzen der Toluol- 
sulfosiureester mit Natrium oder Kaliumalkoholaten die ent- 
sprechenden Ather. 

Welcher Art die Isomerie des neuen Cholesterinmethylathers 
ist, konnte noch nicht aufgeklirt werden, da bei der katalytischen 
Hydrierung nur élige Produkte erhalten wurden. Der neue Ather 
kénnte sich durch die Art und Lage der Doppelbindung von dem 
normalen Cholesterylmethylather unterscheiden. Von _ solchen 
Isomeren des Cholesterins sind bisher das £-Cholesterin®) und das 
sehr unbestindige Allocholesterin’) beschrieben. Es kénnte auch 
unter Waldenscher Umkehrung ein Ather des bisher unbekannten 
epi-Cholesterins entstanden sein; eine Anderung des Kohlenstoff- 
skeletts diirfte wohl nicht eingetreten sein. 

DaB fiir die leichte Atherbildung die Anwesenheit einer Doppel- 
bindung und ihre Lage zur Hydroxylgruppe — wahrscheinlich ist 
eine «-, B- oder B,y-Stellung nétig — wesentlich ist, geht aus 
folgenden beiden Versuchen hervor. Beseitigt man die Doppel- 


1) Ber. chem. Ges. 44, 2847 (1911). 

2) J. prakt. Chem. (2) 84, 460 (1911). 

3) J. of biol. Chem. 72, 1 (1927). 

4) Ber. chem. Ges. 26 2826 (1893). 

5) J. chem. Soc. 101, 273 (1912). 

6) Diels u. Linn, Ber. chem. Ges. 41, 260 (1908). 
7) Windaus, Liebigs Ann. 458, 101 (1927). 
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bindung und stellt den Cholestanol-toluolsulfosiureester her, so 
wird dieser Ester beim Kochen mit Alkohol unveriindert zurick- 
erhalten. Im «-Ergostenol diirfte die Doppelbindung an einer 
anderen Stelle stehen wie beim Cholesterin, auch der «-Ergostenol- 
toluolsulfosiureester wird beim Kochen mit Alkohol nicht an- 
geeriffen. 

Von den weiterhin untersuchten Sterinestern gaben noch der 
Sitosteryl- und Stigmasteryltoluolsulfosiureester beim Kochen 
mit Methylalkohol die entsprechenden Methylaither. Auch hier 
sind die Ester der gesittigten Alkohole bestiindig. Bei dem ein- 
fach ungesattigten Sitosterin nimmt man an, daf die Doppel- 
bindung in derselben Stellung zur Hydroxylgruppe steht wie beim 


Cholesterin.?) 
i, 


| | 
ie ie all 


H OH 


Aus der Atherbildung des Stigmasterinesters kann man 
schlieBen, daB die eine der beiden Doppelbindungen des Stigma- 
sterins in der Nahe der Hydroxylgruppe sich befindet, die andere 
ist in der Seitenkette.?) 

Ferner wurden noch die p-Toluolsulfosiiureester des Phenols 
und des 2,4-Dinitrophenols*) untersucht, auch diese Ester bleiben 
beim Kochen mit Alkohol unverandert. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die Gewahrung eines Stipendiums, das mir die Durchfiihrung 
dieser Versuche erméglichte. 


Versuche, 


Cholesteryl-p-toluolsulfosaureester.4) Verwendet man _ krystall- 
wasserfreies Cholesterin und Pyridin, das zuletzt mit Calcium- 
hydrid getrocknet ist, so erhalt man schon bei einmaligem Ver- 
estern den reinen Cholesteryl-p-toluolsulfosiureester. 


1) Windaus u. Brunken, Diese Z. 140, 52 (1924). 

*) Windaus u. Guiteras, noch nicht ver6ffentlicht. 

3) Freudenberg u. Hess, a. a. O. Der Ester wurde schon friher von 
Ullmann und Nadai [Ber. chem. Ges. 41, 1872 (1908)] beschrieben; auch das 
Verhalten gegen Ammoniak und das Pyridiniumsalz sind dort schon angegeben. 
4) Freudenberg u. Hess, a. a. O. 
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Atherbildung. Durch Kochen des Esters mit Methyl-, Athyl-, 
Propyl- und Benzylalkohol wurden die schon bekannten Chole- 
sterylither dieser Alkohole gewonnen. Als Beispiel sei die Bildung 
des Methylithers beschrieben. 

Man kocht 0,5 g Cholestery]-p-toluolsulfosiureester mit 60 ccm 
Methylalkohol 2 Stunden auf dem Wasserbad; dann engt man die 
Lésung so weit ein, bis eine Triibung auftritt. Beim Erkalten 
krystallisiert der Cholesterylmethylither aus. Schmelzp. 84°.?) 


3,259 mg Substanz gaben 1,810 mg AgJ. 


C,,H,,0 Ber. 17,75°/, OCH, Gef. 7,34°/, OCH, 
33,0 mg in 2 ccm Chloroform « =— 0,64°; 20°. 
[a]p =— 38,8°. 


Beim Kochen mit methylalkoholischer Kalumacetatlésung 
bleibt der Cholesterylmethylather unverandert. 

Isomerer Cholesterylmethylather. Zu einer Lésung von 12 ¢ 
Kaliumacetat in 500 cem Methylalkohol gibt man 11,2 g Chol- 
esteryltoluolsulfosiureester und kocht 2 Stunden auf dem Wasser- 
bad, dabei geht der Ester langsam in Lésung. Nach dem EKinengen 
krystallisiert der Ather meistens aus; scheidet sich ein Ol ab, so 
iithert man am besten die Lésung aus. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Aceton schmilzt der Ather bei 79°, mit dem 
normalen Cholesterylmethylither gibt er eine starke Schmelz- 
punktsdepression. 

3,579 mg Substanz gaben 11,010 mg CO,, 3,940 mg H,O. 

C,,H,,O Ber. 83,92%/, C 12,08°/, H 
Gef. 83,90 _,, 12,32 sy 

2,870 mg Substanz gaben 1,630 mg AgJ. 

Ber. 7,75%/, OCH, — Gef. 7,50 OCH. 

20,0 mg in 2 cem Chloroform « =~+- 0,55°; 19°. 

[a]Jp =-+ 55°. 

Sitosterylmethylather. 1,7 ¢ bei 15 mm und 100° getrocknetes 
Sitosterin werden in 12 ccm wasserfreiem Pyridin gelést und 1,5 ¢ 
p-Toluolsulfochlorid hinzugefiigt. Nach 1tagigem Stehen gieBt 
man in eine Bicarbonatlésung, die mit Kis gekihlt ist. Der Nieder- 
schlag wird abgesaugt und aus Aceton umkrystallisiert. Der so 
erhaltene Sitosteryl-p-toluolsulfosiureester wird durch Kochen 
mit Methylalkohol in den Sitosterylmethylather verwandelt; die 
Methode ist dieselbe, wie sie beim Cholesterylmethylaither be- 
schrieben wurde. Schmelzp. 100°. 


1) Diels u. Blumberg, a. a. O. 
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3,430 mg Substanz gaben 10,540 mg CO,, 3,710 mg H,0. 
C39H;,01) Ber. 84,03°/, C 12,24°9/, H 


Gef. 83,81 __,, 12,10 _—i,, 
3,283 mg Substanz gaben 1,895 mg AgJ. 
Ber. 7,24°/, OCH, Gef. 7,63°/, OCHS. 
18,7 mg in 2 ccm Chloroform « =— 0,38°; 19°. 


[Jp =— 40,7°. 
Stigmasterylmethylither. Der Ather wurde auf dieselbe Weise 
wie der Sitosterylmethylaither erhalten; er schmilzt bei 122°. 
3,604 mg Substanz gaben 2,115 mg AgJ. 
Cy5H;,0') Ber. 7,28°/, OCH, Gef. 7,76 °/, OCH, 


Die p-Toluolsulfosiureester des «-Ergostenols, Ergostanols, Cholestanols 
und Sitostanols wurden in der iiblichen Weise hergestellt; sie verandern sich 
beim Kochen mit Methylalkohol nicht. 


a-Ergostenol-p-toluolsulfosiureester. Schmelzp. 162 
bis 163° unter Zersetzung. 
3,301 mg Substanz gaben 9,175 mg CO,, 2,910 mg H,0O. 


C,;H;,0,5 Ber. 75,75°/, C 9,82°/, H 
Gef. 75,80 ,, 9,87; 
9,563 mg Substanz gaben 3,980 mg BaSQ,. 
Ber. 5,78°/) S Gef. 5,71°/, S. 


Ergostanol-p-toluolsulfosiureester. Schmelzp. 150 bis 
151° unter Zersetzung. 
4,820 mg Substanz gaben 13,380 mg CO,, 4,310 mg H,O. 


C,;H;,0,5 Ber. 75,479/, C 10,149), H 
Gef. 75,71  ,, 10,01 99 
14,960 mg Substanz gaben 6,140 mg BaSQ,. 
Ber. 5,76°/, S Gef. 5,64°/, S. 


Cholestanol-p-toluolsulfosdureester. Schmelzp. 134 
bis 135°. 
3,348 mg Substanz gaben 9,270 mg CO,, 3,085 mg H,0. 
C,,H;,0,8 Ber. 75,21°/, C 10,03°/, H 
Gef. 75,51 ,, 10,31 _,, 
Sitostanol-p-toluolsulfosiureester. Schmelzp. 154 bis 
155° unter Zersetzung. 


13,702 mg Substanz gaben 5,865 mg BaSQ,. 
C,,H;,0,8 Ber. 5,62°/, S Gef. 5,87°/, S 


1) Fiir Sitosterin und Stigmasterin nimmt man neuerdings Cy an. 
Sandquist u. Bengtsson, Ber. chem. Ges. 64, 2167 (1931). 
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Uber die Resistenz des Guanidins und alkylierter Guanidine 
gegeniiber bakterieller Guanidodesimidase und Arginase. 


Von 


Friedrich Linneweh. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Mirz 1932.) 


Vor kurzer Zeit berichtete ich dariiber, da8B Fiaulnisbakterien 
Guanidinverbindungen hydrolytisch unter Ammoniakabspaltung 
in Ureidoverbindungen iiberfiihren. Diese Umwandlung ist bis- 
lang beim Kreatinin, Arcain, Agmatin und Arginin beobachtet 
worden. Das hierbei wirkende Ferment nannte ich Guanido- 
desimidase.) 

Im folgenden soll itber eine Reihe von Versuchen berichtet 
werden, die sich auf andere, meist biologisch bekannte Guanidin- 
derivate erstrecken. Es wurden Guanidin, Methylguanidin, asym- 
metrisches Dimethylguanidin, Athylguanidin und Galegin (Iso- 
amylenguanidin) der Wirkung von Bakterienfermenten ausgesetzt. 
Dabei stellte sich heraus, daf Guanidin und die Alkylderivate fiir 
die Bakterienfermente der von mir verwandten Mischkultur vollig 
unzuginglich sind. 

Nicht allein die Guanidodesimidase, sondern auch das andere, 
den Guanidinkern aufspaltende Ferment, die Arginase, deren 
Bildung durch Bakterien schon friiher bei einem Faulnisversuch 
mit Arginin®) nachgewiesen wurde, blieb den genannten Kérpern 
vegeniiber wirkungslos; an der- Anwesenheit beider Bakterien- 
fermente kann nicht gezweifelt werden, da ihre Existenz in der- 
artigen Mischkulturen wiederholt durch ihre Wirkung auf Guanidin- 
verbindungen nachgewiesen ist (z. B. bel den oben erwahnten 
Faulnisversuchen mit Kreatinin, Arcain, Agmatin und Arginin). 

Eine den Guanidinverbindungen ahnliche Widerstandsfahig- 
keit gegeniiber Bakterienfermenten ist schon friiher bei Betainen*) 
beobachtet worden. 

Kine Untersuchung iiber die Wirkung von Arginase auf 
Guanidinderivate hegt bereits von H. D. Dakin‘) vor. Dieser 
lie} Arginase in Form von Organextrakten auf Kreatin, Kreatinin 
und Glykocyamin (Guanidinessigsiure) einwirken und _ konnte 
keine Verdinderung der Ausgangssubstanzen feststellen. Dakin 
erOrterte, daB einerseits die Unzuginglichkeit des Kreatins fiir 
Fermente durch die Methylgruppe bedingt sein kénne, anderer- 
selts die Anwesenheit einer aliphatischen Kette mit endstindiger 
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Carboxylgruppe allgemein den Abbau von Guanidinderivaten be- 
giinstigen miisse. Er kam aber zu keinem eindeutigen Ergebnis 
bei diesen Betrachtungen, da das Glykocyamin (als Derivat mit 
aliphatischer Kette und endstindiger Carboxylgruppe) von Argi- 
nase nicht abgebaut wurde. 

An dieser Stelle seien auch noch die Arbeiten von A. Kiesel?) 
und anderen Autoren erwihnt, dieversuchten, Guanidin auf fermen- 
tativem Wege in Harnstoff zu verwandeln. Nur Iwanoff und 
Awetissowa®) gelang es, aus Guanidin mit Hilfe von Aspergillus 
niger unter ganz besonderen Bedingungen Ammoniak abzuspalten. 

Meine bisherigen Versuche haben ergeben, daB das Guanidin 
selbst und Alkylguanidine gegen Guanidodesimidase wie gegen 
Arginase widerstandsfihig sind. 

Im einzelnen gestalteten sich die Versuche so, da die ge- 
nannten Guanidinverbindungen als neutrale Salze, gelést in einer 
in allen Fallen gleich zusammengesetzten Nihrfliissigkeit verwendet 
wurden. Es wurde auch dieses Mal eine Mischkultur benutzt, um 
eine gréBere Zahl von Abbauwegen zu ermoglichen. 

Die bakteriologische Untersuchung, die ich der Liebens- 
wirdigkeit des Herrn Dr. Horster in der Medizinischen Klinik 
der Universitit zu verdanken habe, ergab die Anwesenheit von 
vorwiegend 2 Bakterienarten: Bact. coli und Bact. proteus. Diese 
beiden Bakterienstimme konnten kulturell geziichtet werden. Im 
Ausstrich war auBerdem eine grampositive Flora zu sehen. Dieser 
Befund war in allen Faulnisversuchen gleich. 

Die Faulnis dauerte in allen Fallen 21 Tage. Nach dieser 
Zeit war in keinem Versuche mehr Ammoniak gebildet worden, 
als der Faulnis der Peptonnihrlésung entsprach. Dieses wiirde 
allein schon geniigen, einen fermentativen Abbau der Guanidin- 
verbindungen auszuschlieBen. Es wurde auBerdem wihrend der 
ganzen Faulnisperiode mit Hilfe der Farbenreaktion mit Dimethy]- 
aminobenzaldehyd in salzsaurer Lésung (Barrenscheen-Welt- 
mann) auf Harnstoffverbindungen gefahndet. Diese Farben- 
reaktion fiel jedesmal negativ aus. SchlieBlich gelang es auch, die 
Guanidinverbindungen aus den Fiulnisfliissigkeiten in manchen 
Fallen zu uber 90°/, als schwerlésliches Pikrat zuriickzugewinnen. 
Wenn man eine gewisse Léslichkeit der Pikrate beriicksichtigt, so 
kann man auch aus dieser Tatsache den SchluB ziehen, daB die 
Guanidinverbindungen nicht abgebaut wurden. 

In folgender Tabelle sind die gefundenen Ammoniakwerte 
und die Pikratausbeuten zusammengestellt: 
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Guanidinverbindung mg Gesamt-NH, Pikratantboute j in °/, 
Guanidin OK ee 13,6 fiber 95°), 
Methylguanidin.. . gw 11,47 fast 85°/, 
Asymm. Dimethylguanidin. 13,17 tiber 85°/, 
Athylguanidin pi 12,83 iiber 95°/, 
Galegin (Isoamyle nguanidin) . , iy 0 97°/, 
CGefaulter Peptonnahrboden . . | rh —- 


Die von mir festgestellte Widerstandsfihigkeit des Guanidins 
steht in Widerspruch zu einer Untersuchung Ackermanns.’) Der 
Harnstoff, den Ackermann 1909 bei einem Guanidinfaulnis- 
versuch isolierte, ist méglicherweise beim Eindampfen auf dem 
Wasserbade durch Hydrolyse infolge der eigenen Alkalescenz des 
(Gruanidincarbonats entstanden, jedenfalls sprechen in dieser Rich- 
tung angestellte Versuche dafiir. 


Experimenteller Teil. 

Es wurden je 0,5 g des neutralen Salzes (Chlorid bzw. Sulfat) zu 100 ccm 
einer Nihrsalzlésung, die 0,2 g Pepton Witte und 0,4 g Traubenzucker enthielt, 
hinzugefiigt und bei standig schwach alkalischer Reaktion den Faulnisbakterien, 
die aus faulem Pankreasgewebe iibergeimpft waren, 3 Wochen lang iiberlassen. 

Wahrend dieser Zeit wurden die Faulnisfliissigkeiten 6fters mit der 
Farbenreaktion von Barrenscheen-Weltmann geprift, um etwa_ inter- 
mediir entstandene Harnstoffverbindungen nachzuweisen. Diese Probe wurde 
in den meisten Fallen durch die Aldehydreaktion von Ehrlich gestért. In 
diesen Fallen trennte ich die beiden Farbstoffe durch Ausschiitteln mit Amyl- 
alkohol. Darin ist der rote Aldehydfarbstoff léslich. Die Harnstoffprobe war 
jedoch jedesmal vollkommen negativ. 

Die Faulnisfliissigkeiten wurden nach 3wéchigem Aufenthalt im Brut- 
schrank (38°) durch Kieselgur filtriert. Die Ammoniakbestimmungen wurden 
in 2cem Fliissigkeit nach Zusatz von 20 ccm konz. Sodalésung und 30 ccm 
Alkohol im Vakuum durchgefiihrt (n/100-Salzsiure und Methylrot). Die 
Pikrate gewann ich durch quantitative Fallung der im Vakuum eingeengten 
Fliissigkeit mit gesittigter, waBriger Pikrinsaure. 

I. Fiulnisversuch: Guanidin. 0,5 g Guanidincarbonat 
wurden in 100 ecem Pepton-Zuckerlosung gelést und mit Schwefel- 
siiure gegen Lackmus auf schwach alkalische Reaktion gebracht. 
Nach 21 Tagen Faulnis wurde die Fliissigkeit filtriert. 2 eem 
ergaben 1,60 cem n/100-NH;. Die stark im Vakuum eingeengte 
Lésung lieferte mit gesiattigter Pikrinsiure 1,53 g Pikrat, das 
nach dem Umkrystallisieren den verlangten Zersetzungspunkt 
von iiber 300° zeigte. 


5,375 mg Substanz gaben 1,352 ccm N, (18°, 759 mm). 
Fiir ningagee soregy CH;N,C,H3N3; 0, 
Ber. 29,22°/, N Gef. 29,47°/, N. 
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II. Faiulnisversuch: Methylguanidin. 0,5 g Methyl- 
guanidinhydrochlorid in 100 cem Nihrlésung, mit verdiinnter 
Natronlauge staindig auf lackmusalkalischer Reaktion gehalten. 
Nach 8 Wochen filtriert, ergaben 2cem der Loésung 1,35 ccm 
n/100-NH,. Die gefillte Pikratmenge betrug 1,17 g, nach ein- 
maligem Umkrystallisieren zersetzte sie sich bei 192—198°. 

5,165 mg Substanz gaben 1,239 ccm N, (18°, 759 mm). 

Fiir Methylguanidinpikrat C,H,N,-C,H,N,0, 

Ber. 27,87°/, N Gef. 28,129/, N. 

Ein diesen Bedingungen genau entsprechender  Fiulnis- 
versuch mit 6 g Methylguanidinhydrochlorid wurde nach 23 Tagen 
abgebrochen, die Flissigkeit nach Takeda’) wihrend 4 Stunden 
destilliert, das in Salzsiure aufgefangene Destillat eingedampft 
und der Trockenriickstand mit Alkohol extrahiert. In dem ein- 
seengten, alkoholischen Auszug wurde mit einigen Milligramm Tetra- 
chlorchinon und Erwirmung auf 70—75° die Probe von T'salap- 
tani®) auf Methylamin gemacht; sie war vollkommen negativ. 

III. Fiulnisversuch: Asymmetrisches Dimethylgua- 
nidin. 0,5 g Dimethylguanidinchlorhydrat in 100 cem Nahr- 
losung, mit Natronlauge alkalisch gehalten, nach 38woéchigem Auf- 
enthalt im Brutschrank filtriert, ergaben in 2 eem Lésung 1,55 cem 
n/100-NH,. Das 1,09g betragende Pikrat zersetzte sich bei 226—227°. 

6,585 mg Substanz gaben 1,525 ccm N, (18°, 759 mm). 

Fir Dimethylguanidinpikrat C,H,N,-C,H,N,0; 

Ber. 26,60°/, N Gef. 27,03°/, N. 

IV. Faulnisversuch: Athylguanidin. 0,5 g Athylguani- 
dinsulfat in 100 ccm Peptonlésung, geimpft, nach 38 Wochen 
filtriert; 2 cem Fiulnislésung lieferten 1,51 ccm n/100-NH,. Die 
gefallte Pikratmenge betrug 1,11 g. Nach einmaligem Um- 
krystallisieren schmolz es bei 176°. 

4,288 mg Substanz gaben 0,988 ccm N, (18°, 759 mm). 

Fir Athylguanidinpikrat C,H,N,:-C,H,N,0, 

Ber. 26,60°/, N Gef. 27,03°/, N 

V. Faulnisversuch: Galegin (Isoamylenguanidin). 
0,5 g Galeginsulfat in 100 cem Nahrlésung, nach 3 wochiger Faulnis 
bei alkalischer Reaktion filtriert; 2 cem Lésung ergaben 2,00 cem 
NH, (n. 100). Das Pikrat wog 0,98 g und zeigte einen Schmelz- 
punkt von 181°. 

5,103 mg Substanz gaben 1,04 cem N, (759 mm, 18°). 

Fir Galeginpikrat C,H,,N,:C,H,;N,0, Ber. 23,60°/) N  Gef. 23,85°/, N. 

VI. und VII. Féiulnisversuch: Leer. Die gefaulten Pep- 
ton-Zuckernahrlésungen zeigten sogar einen etwas héheren Ammo- 
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niakwert als die guanidinhaltigen Nahrlésungen. Hier verbrauchten 
2 ccm der filtrierten Niéhrfliissigkeit 2,46 bzw. 2,50 cem n/100-Salz- 
siure. Die Pikrinséurefillung war ganz minimal. 

Bildung von Harnstoff in wafriger Guanidinlosung bei Erwarmung. 
5 ¢ Guanidincarbonat werden in 50 ccm Wasser gelést und 2 Stdn. 
zekocht (Ammoniakentwicklung). Die mit verdiinnter Schwefel- 
siure neutralisierte Lésung gibt die Harnstoffprobe von Barren- 
scheen-Weltmann ausgesprochen stark; auf 100 ccm aufgefiillt, 
liefert sie bei der Harnstoffbestimmung mit Urease 0,235 g Ammo- 
niak; dieses entspricht einer Menge von 0,4 g Harnstoff. Fast die 
sleiche Menge Harnstoff konnte auch durch Alkoholextraktion 
aus dem Trockenriickstand der im Vakuum verdampften Lésung 
zewonnen werden. Die Krystalle gaben die Biuretprobe und lieferten 
mit Salpetersiure ein schwerlésliches Nitrat. 

28,813 mg Substanz gaben 10,7 mg CO,, 10,3 mg H,0O. 

3,683 mg " _ 1,087 com N, (19°, 761 mm). 


Fiir Harnstoffnitrat CH,N,O-HNO, 
Ber. C 9,75°/, H 4,10°/, N 34,15°/, 
Gef. ,, 10,13 »» 4,00 »» 34,5 


Kine 2°/,ige Guanidincarbonatlésung gibt, wenn sie kurze 
Zeit bei 70° gehalten wird, eine deutlich positive Probe mit D1- 


methylaminobenzaldehyd (Probe von Barrenscheen). 


Zusammenfassung. 

Guanidin und alkylierte Guanidine werden von den Bakterien- 
fermenten der in diesen Versuchen verwendeten Mischkultur nicht 
angegriffen. Die genannten Guanidinverbindungen verhalten sich 
also Guanidodesimidase und Arginase gegeniiber resistent. 

Ks wird wahrscheinlich gemacht, daf friiher aus einer gefaulten 
Guanidinearbonatlésung isolierter Harntoff wahrend der Auf- 
arbeitung entstanden ist. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir Mittel, die zur Durchfiithrung der Arbeit nétig waren. 
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Beitrage zur Kenntnis des Giftstoffs der Knollenblatterpilze. 
Von 
Hans A. Raab. 
Mit 12 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1932.) 


Unter den Giftpilzen sind seit alter Zeit die verschiedenen 
Knollenblatterpilze besonders beriichtigt. Beinahe alle  Pilz- 
vergiftungen sind auf sie zuriickzufithren. Obwohl nun aber im 
Laufe von tiber 100 Jahren eine groBe Zahl von Arbeiten von 
chemischer, pharmakologischer und medizinischer Seite erschienen 
sind, weif man heute iiber die Natur der Gifte der Knollenblatter- 
pilze soviel wie nichts und hat sie noch nicht in reinem Zustand 
isolieren k6nnen. 

Die folgende Tabelle zeigt kurz die Entwicklung der an Fehl- 
schligen reichen Erforschung der Knollenblitterpilzgifte 4): 


1793—1808 Paulet: Das Gift der Knollenblatterpilze ist in Wasser und in 
Alkohol léslich und wird weder durch Trocknen noch durch Er- 
hitzen bis zum Siedepunkt des Wassers zerstért. Tierversuche 
mit verschieden behandelten Extrakten aus dem Pilz. 

1811 Vauquelin: Die giftige Substanz ist eine ,,fettige Materie“. 

-1826 Letellier: Das Gift der Knollenblaitterpilze ist mit dem des 
Fliegenschwammes identisch und hat die Eigenschaften eines 
Alkaloids (Amanitin). 

1866 Boudier: Erste systematische Untersuchung botanisch einwand- 
frei bestimmter Knollenblatterpilze, wobei sich ergibt, daB das 
Gift des Fliegenpilzes sicher ein anderes als das des Knollen- 
blatterschwammes ist. 

1877 Oré: Das giftige Prinzip (hier Phalloidin genannt) soll in seinen 
physiologischen Wirkungen dem Strychnin sehr ahnlich, mit ihm 
sogar identisch sein. 

1891 Kobert: Frische PreBsifte aus Amanita phalloides sind stark 
himolytisch wirksam. Das nicht isolierte Hamolysin wird 
Phallin genannt. Es ist auBerst empfindlich gegen Hitze, Alkali, 
Sauren und in organischen Lésungsmitteln nicht léslich. Es soll 
der bei der Vergiftung am Menschen wirksame Stoff sein. 


1) Die naheren Literaturangaben findet man in dem Register auf 8. 180. 
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1893 Seibert: Pilze, die gegen verschiedene Tiere sich entschieden 
als giftig zeigten, enthalten kein Himolysin, dieses ist also bei der 
typischen Vergiftung nicht das wirksame Pringp. 

1909 Kobert stellt fest, daB der Gehalt der Knollenblatterpilze an 
Himolysin stark schwankt, ja daB dieses ganz fehlen kann. Er 
fiihrt nicht weniger als 3 Gifte an, die in den Knollenblatter- 
pilzen vorkommen sollen. 


1906—1913_ W.W.Ford und Mitarbeiter: Auf die Ergebnisse Fords soll 
etwas niher eingegangen werden. 

Amanita phalloides enthalt nach Ford zwei giftige Substanzen, 
die er mit Hilfe von Alkohol und auch mit Bleiessig voneinander 
cetrennt hat. 

1. Ein Himolysin, das mit Koberts Phallin identisch ist 
und das nach Ford ein schwefelhaltiges Glucosid mit einer Pentose 
als Zuckerkomponente sein soll. Das Amanitahémolysin ist 
thermolabil und gegen Séuren und Alkalien empfindlich. Auch 
langere Beriihrung mit Alkohol vernichtet seine himolytische 
Wirksamkeit. Es ist in Wasser léslich, in organischen Lésungs- 
mitteln dagegen unléslich und wird durch Bleiessig gefallt. 

2. Einen Giftstoff, der nach Ford nicht die Eigenschaften 
eines Alkaloids hat!), das Amanitatoxin. Es ist in Wasser léslich, 
in gereinigtem Zustand nach Ford aber nicht in absolutem Alko- 
hol?) [vgl. die unrichtige Angabe bei Faust’), die nur fiir 65°/,igen 
Alkohol gilt]. Von Phosphorwolframséure wird es gefallt, von 
Bleiessig dagegen nicht. Auf die beiden letzten Eigenschaften hat 
Ford seine Reinigungsmethode fiir das Toxin begriindet. Wichtig 
ist noch, daB das Toxin von ,,verdauenden‘‘ Fermenten und von 
der Temperatur des kochenden Wassers nicht in seiner Wirkung 
seschwiicht wird. 

In reinem Zustand hat Ford keine der beiden Substanzen 
isoliert. Er hatte immer nur amorphe Stoffe in Handen, die er 
nicht zur Krystallisation bringen konnte. Er hielt aber seine beiden 
Priparate fiir geniigend rein, um eine vorlaufige Analyse damit 
anzustellen, obwohl das Toxin z. B. noch 9,5°/) Asche enthielt. 
Beide Substanzen enthalten Stickstoff und Schwefel. 





1) Vgl. dagegen Rabe, der allerdings sehr unreine Lésungen benutzte 
(1911). Bei Literaturangaben, die neben dem Autornamen nur die Jahreszahl 
fiihren, ist auf das am Ende der Arbeit angeschlossene Literaturverzeichnis 
iiber die gesamte chemische und einen groBen Teil der medizinischen Knollen- 
blatterpilzliteratur hingewiesen. 

2) Ford u. Bronson (1913, S. 242): ,,... and precipitated in absolute 
aleohol in which reagent the purified toxin is practically insoluble”’. 

8) Faust, Heffters Handbuch der exp. Pharmakologie 1924. 
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%,C o/, H lB N ” 0 S Asche 
Toxin!). ... | 42,89 6,79 14,16 2,91 9,5 (Natriumsalze) 
43,46 7,29 
Hamolysin’). . | 48,93 6,08 10,83 1,94 


Wie spiiter gezeigt werden soll, ist es schwer verstiandlich, 
wie Ford nach seiner Aufarbeitungsmethode fiir Toxin zu wirk- 
samen Priparaten gelangen konnte. Aus seinen Angaben!) be- 
rechnet sich allerdings nur eine Ausbeute von 0,75°/, des urspriing- 
lich im Pilz enthaltenen Toxins mit einer Wirksamkeit von 4 mg/kg 
Meerschweinchen (0,0007 g fiir ein 175 g schweres Tier). 

Seit Ford scheint die Reindarstellung der Gifte nicht mehr 
versucht worden zu sein. Die gesamte Literatur von 1913 bis in 
die allerletzte Zeit iiber die giftigen Prinzipien des Knollenblitter- 
pilzes stammt von Autoren, die sich nur vom medizinischen, zum 
Teil auch immunochemischen Standpunkt mit dem Problem be- 
schéftigt haben. 


Uber das Vorkommen der beiden Gifte in den verschiedenen Amanita-Arten. 


Unter den vielen Amanita-Arten sind eine ganze Reihe in der 
botanischen Literatur als giftig oder verdichtig beschrieben. 
Angaben tber ihren Gehalt an Himolysin und Toxin liegen aber 
nur von Ford vor. Aus der Wirkung, die das Erhitzen des nativen 
Extrakts und das Trocknen der frischen Pilze (Zerst6rung des 


























Art Giftigkeit*) ae les thermostabiles Muscarin 
aémolysin Toxin 
Amanita phalloid. Bull. eiftig 
A. verna Bull... . . % : 
A. virosa Fries. . “ -}- 
A. virescens Vaill. . . a ? ? 
A. mappa Batsch. . . 99 ae + ' 
A. citrina Schff. . . . ” nach Chauvin nicht giftig, enthalt nach 
Radias und Sartory Toxin 
A. spreta Peck. .. . ~—- - 
A. musearia L.. . . . giftig 
A. pantherina Cand. . " -- 
A. solitaria Bull. . . . |verdachtig ? 
A. porphyrea Fries . . - - 











1) Ford u. Bronson, 1913, S. 243. 
*) Ford, 1910, S. 146. 
3) Nach Ricken, Die Blitterpilze Deutschlands. 
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Hamolysins) auf ihre Giftigkeit hat, kann man, wenn auch mit 
Vorbehalt, auf ihren Gehalt an der hitzeempfindlichen und an der 
hitzebestaéndigen Giftkomponente schlieBen. Jedenfalls wei8 man 
heute von einigen Arten itiberhaupt noch nicht, ob sie fiir den 
Menschen giftig sind oder nicht, was schon aus der vagen Be- 
zeichnung ,,verdichtig hervorgeht. 

Uber einen eventuellen Muscaringehalt der Knollenblitterpilze, 
der durch ihre nahe botanische Verwandtschaft mit dem Fliegen- 
schwamm moglich erscheint, berichtet Ford nichts (vgl. §. 177). 


Testverfahren. 


Wenn eine chemische Untersuchung der Gifte des Knollen- 
blatterpilzes einige Aussicht auf Erfolg haben sollte, muBte vor 
allem eine einigermaBen quantitative Methode zu ihrer Bestimmung 
zur Verfiigung stehen. Fir das Himolysin liegen die Bedingungen 
viel giinstiger als fiir das Toxin, weil man den hiamolytischen 
Index!) als MaB fiir die Reinheit des Hamolysins im Reagenzglas 
bestimmen kann. In Ermangelung einer dhnlichen einfachen 
Reaktion fiir das Toxin muBten die wihrend der Aufarbeitung 
anfallenden Lésungen immer durch den Tierversuch auf ihre 
toxische Wirksamkeit gepriift werden. Fiitterungsversuche schieden 
von vornherein wegen ihrer Unzuverlissigkeit aus.) 

Ich bin Herrn Professor B. Behrens (Heidelberg) fiir dic 
Ausfiihrung der ersten orientierenden Toxizititsbestimmungen am 
Meerschweinchen zu groBem Dank verpflichtet. In der Folgezeit 
erwies es sich als zweckmaBig, die Tierversuche aus Griinden der 
Zeitersparnis hier durchzufiihren. Herr Geheimrat W. Straub 
erklirte sich in liebenswiirdigster Weise dazu bereit und unter- 
wies mich spiter auch in der Ausfiihrung der Injektion, so daB ici: 
in der Folgezeit die Tierversuche selbst ausfihren konnte. Ici) 
méchte ihm auch an dieser Stelle meinen besten Dank aussprechen. 

Bei der subeutanen Injektion des Toxins in die Oberschenkel- 
beuge am Meerschweinchen ergab sich folgendes: Die gerade letalc 
Dosis fiihrte mit den typischen Erscheinungen (vgl. unten) 1 
5—7 Tagen zum Tod. Bei gréBeren Dosen trat dieser frither ein. 


1) Kofler, Saponine 1927, S. 148. 

2) Boudier schreibt z. B.: ,,... indes fraBen diese Tierchen dasselbe 
nur mit dem gréBten Widerwillen, und obgleich ich es ihnen in geringerer 
Quantitat mit Brot und anderen leckeren Stoffen vermischt darreichte, genosse!! 
sie doch nur wenig davon, so daB ich mich oftmals fragte, ob sie durch die Ein- 
wirkung des Giftes oder durch den Nahrungsmangel zugrunde gegangen seien’’. 
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In allen Fallen war bei den Versuchstieren eine starke Ge- 
wichtsabnahme!) festzustellen, die Ford nicht erwihnt. Sie 
betragt bei Vergiftung mit der letalen Dosis kurz vor Eintritt des 
Todes 35—40°/,. Folgende Figur zeigt ihren Verlauf bei Ver. 
giftung mit haémolysinfreiem Toxin mit der letalen Dosis. 
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A letale Dosis. © x subletale Dosen 


Wenn die injizierte Dosis nur ein Weniges geringer als letal 
war, trat die Erholung beinahe regelmaBig vom 5.—6. Tag ab ein. 
Den Verlauf der Gewichtsveranderung gibt obige Figur fiir zwei 
solehe Versuche wieder. 

Als Einheit nahm ich diejenige Menge Toxin, bezogen auf 
1 kg Tier, die bei subcutaner Injektion (vgl. oben) des Meerschwein- 
chens den Tod unter den typischen Erscheinungen in 5—7 Tagen 
hervorruft. Diese Toxinmenge wird im folgenden 1 Meer- 
schweinchen-Kinheit genannt (1 M.-E.).?) 

Fir die Sicherheit der Resultate ist natiirlich eine genaue 
Kenntnis der Symptome und des Sektionsbefundes bei der Knollen- 
blatterpilzvergiftung ndtig. 

Typisch ist die Inkubation, d.h. das spate Auftreten der 
ersten Symptome.’) Schon Paulet (1793—1808) fand das bei 


1) Radais u. Satory (1910) haben schon auf die Gewichtsabnahme 
hingewiesen; sie haben ihre Kaninchen aber mit Gemischen aus Hamolysin 
und Toxin (subcutan) behandelt. 

2) Die Versuche waren immer gut reproduzierbar. Fehlergrenze in der 
Nahe der tédlichen Dosis etwa 20°/,. Dujarric hat Meerschweinchen als 
Versuchstiere ungeeignet gefunden. Vielleicht ist der Hamolysingehalt seiner 
Lésungen an dieser Diskrepanz schuld. 

8) Nur beim Colchicin ist eine so lange Inkubationszeit beobachtet 
worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVII. 1] 
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seinen Tierversuchen. Er gibt die Zeit bis zum Auftreten der 
ersten Anzeichen mit 11—15 Stunden an. Bei den Verfiitterungs- 
versuchen Seiberts (1893, 5.171) waren bei Mausen erst nach 
3 Tagen die ersten Vergiftungssymptome zu bemerken. Auch beim 
Menschen treten nach Genu8 gekochter Knollenblatterpilze die 
Symptome nur ausnahmsweise schon nach kiirzerer Zeit (Maschka, 
1855) oder viel spater (nach 24 Stunden [Orfila]) in Erscheinung. 
Die dann auftretende Wirkung ist schon lange bekannt (Bauhin, 
Paulet, Orfila u. a.). Eine Zusammenstellung der Erscheinungen 
ist in allen Lehrbiichern der Toxikologie zu finden, so da auf ihre 
Aufzahlung hier verzichtet werden kann. Das dort Gesagte bezieht 
sich zwar alles auf Vergiftungen mit dem ganzen Pilz, aber bei der 
Zubereitung fiir den menschlichen GenuB wird das Hamolysin 
sicher zum groBen Teil, wenn nicht vollkommen, zerstért. Die 
EKigenschaften des Toxins sind nach Ford auch derart, daB es 
bei Verweilen im Magen in kiirzester Zeit zersetzt wird. Jedenfalls 
zeigt sich bei Vergiftungen mit Pilzgerichten das gleiche Bild wie 
bei Tierversuchen mit himolysinfreiem Toxin. 

Ford scheint fiir seine Injektionen immer weit grdBere als 
die gerade letalen Dosen gewahlt zu haben, denn er schreibt: 
.,The toxin kills acutely, the animals dying in 24—48 houres and 
showing no changes beyond a fatty degeneration of the internal 
organs ’’.) 

Ich konnte den Tod von Meerschweinchen nach 24 Stunden 
nur beobachten, wenn sie mindestens die 20—25fache tédliche 
Dosis injiziert bekommen hatten. Mit der 50fachen Dosis tritt 
der Tod schon nach 12 Stunden ein. Schlossberger und Menk 
(1931) fanden mit hamolysinfreiem Toxin bei subeutaner Injektion 
an der Maus bei Anwendung der letalen Dosis Eintritt des Todes 
nach 4 Tagen.?) Bei der menschlichen Vergiftung, die ja durch 
das Toxin allein verursacht wird, wird der 3. Tag erst als ent- 
scheidend fiir den weiteren Krankheitsverlauf betrachtet.?) Von 
hier ab steigen die Aussichten auf Heilung oder es erfolgt der Tod 
in den niéchsten Tagen. Es sind sogar Fille bekannt, in denen der 
Tod nach voriibergehender Erholung noch nach 30 Tagen eintrat.*) 
Typisch fir die Vergiftung ist auch die schon lange bekannte 


1) Ford, J. of Pharm. and exp. Th. 2, 147 (1910). 
2) Die Angaben von Dujarric de la Riviére sind hier nicht vergleichbar, 
da er, wie aus seinen Ausfiihrungen hervorgeht, mit himolysinhaltigen Lésungen 


bei intraperitonealer Verabreichung gearbeitet hat. 
8) Rost, Toxikologie. 4) Gautier u. Saloz, 1917. 
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fettige Degeneration der inneren Organe, besonders der Leber.') 
Der Fettgehalt der Leber betrug bei meinen Versuchstieren, je 
nach der Zeit, nach der der Tod eintrat, also, je nach der Dosis, 
10—35°/) (auf Trockengewicht der Leber berechnet), wihrend die 
normale Leber 10—11°/, Fett enthalt. Den héchsten Fettgehalt 
hatten Lebern von Tieren, die am 4. Tage eingingen (in einem 
einzelnen Falle sogar 45°/))*), wahrend Tiere, die nach Injektion 
der gerade tédlichen Dosis nach Verlauf von 6—7 Tagen starben, 
fast wieder normalen Fettgehalt der Leber aufwiesen. Die Ver- 
iinderungen der Leber sind sehr abhaingig von der Dosis und der 
Zeit nach der Injektion, worauf Griff (1927) hingewiesen hat. 
Da es bei meinen Versuchen hauptsachlich darauf ankam, aus dem 
Versuchsverlauf auf die injizierte Toxinmenge zu schlieBen, wurden 
die Tiere nie wihrend eines Versuchs getotet. Die Abhangigkeit 
des Fettgehalts der Leber von der Uberlebenszeit nach der Injektion 
ohne Beriicksichtigung der Dosis gibt Fig. 2 wieder. 
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Fig. 2. 


Die sparliche Urinentleerung bei vergifteten Menschen und 
Tieren ist nach Maschka (1855) nicht auf Anurie, sondern auf die 
Ansammlung des Harns in der Harnblase zuriickzufiihren. 
Maschka, Oré (1877) und Seibert (1898) fanden die Blase bei 
der Sektion stets itbermaéBig mit Harn gefillt vor. Bei meinen 


1) Auf die Verfettung der Leber hat zuerst Husemann auf Grund der 
Beobachtungen von Maschka besonders hingewiesen. (FuBnote in der Uber- 
setzung von Boudiers Arbeit 8S. 109.) 

2) Tappeiner u. Thiemich (1898) geben in Fallen menschlicher 
Knollenblatterpilzvergiftung 53—68°/, Fett in der Leber an. Normalfettgehalt 
der menschlichen Leber etwa 11°/,. 


l1* 
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Versuchstieren, die mit Toxin getétet worden waren, traf ich dic 
Harnblase fast immer prall gefiillt an. 

In einigen Fallen ist nach der Injektion des Toxins bei Meer- 
schweinchenweibchen Frihgeburt beobachtet worden. Ob das ein 
Wirkung des Toxins war, wurde nicht verfolgt.!) So weit als 
moglich wurden in der Folgezeit Mannchen verwendet. 

Mit dem Wunsch, den Test zu vereinfachen, wurde untersucht, 
ob das Toxin eine sechnelle Wirkung auf kleine Fische ausiibt. 
Rabe (1911) gibt zwar an, daB ein kleiner Fisch in 2 Liter Wasser 
mit 0,250 g Pilz (trocken) gesund bleibt. Nach Pettinari?) 
sind dagegen Fische gegen das Gift empfindlich. Ich stellte Ver- 
suche mit Ellritzen an. Bis zu 30 M.-K. in 1 Liter waren die etwa 
10 g schweren Fische 2 Tage lang vollkommen resistent. 

Das Hamolysin scheint dagegen auch fir Fische giftig zu 
sein. Jedenfalls kamen nach Dujarric de la Rivicre (1929) 
Fische in seinen stark verdiinnten Gesamtextrakten aus den 
frischen Pilz schnell um. 

Immunochemisches. Die ersten Versuche zur Immunisierung gegen 
die Gifte des Knollenblatterpilzes stellten Calmette*), Claisse (1898) und 
Pellegrini (1899) an. Versuchstiere sollten sich gegen mehrfach tédliche 
Dosen immunisieren lassen. Ford (1906, 1910) schloB aus seinen Versuchen, 
daB man ein gegen das Hamolysin stark wirksames Serum bekommen kann, 
nicht aber gegen das Toxin. Radais und Sartory (1910) haben mit Ge- 
mischen von Hamolysin und Toxin gearbeitet, ebenso Dujarric de la Ri- 
vieére (1929), der an Pferden ein Serum erhielt, das beim Kaninchen vier 
tédliche Dosen neutralisierte. Auch am Menschen scheint sich das Serum zu 
bewahren.*) Schlossberger und Menk (1931) priiften das Serum gegen 
verschieden vorbehandelten PilzpreBsaft an Mausen und schlieBen aus ihren 
Versuchen, da8 auch das Toxin im genuinen Pilzextrakt in Form eines Antigens 
enthalten ist, aber durch staérkeres Erhitzen aus seiner Bindung mit Eiweil)- 
stoff gelést wird und seinen Haptencharakter vollkommen verliert. 


Eigene Versuche iiber den Giftstoff der Knollenblatterpilze. 

Da mir zu meiner Arbeit nur getrocknete Pilze zur Verfiigung 
standen, in denen das Himolysin durch den TrockenprozeB und 
durch langeres Aufbewahren zerstért war®), beschrankte sich meine 
Untersuchung auf das Fordsche Amanitatoxin. 


') Bei der Phosphorvergiftung, die ja in mancher Hinsicht an die Knollen- 
blatterpilzvergiftung erinnert, scheint das schon des 6fteren beobachtet worden 
zu sein. 

*) E. Faust (1924) in Heffters Handbuch der exp. Pharm. nach einer 
Privatmitteilung von V. Pettinari. 

5) Calmette u. Déléarde, 1897. ‘) Rayel, 1925; Laporte, 1926. 

°) Hamolytischer Index (nach Kofler) etwa 1:25, 
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Die getrockneten Pilze wurden fein gemahlen und mit Gasolin 
und Ather erschépfend extrahiert, da schon lange bekannt ist, daB 
diese Lo6sungsmittel nichts Giftiges aus dem Pilz lésen. Der wiBrige 
ixtrakt aus 25—30 mg!) dieses vorextrahierten Pilzpulvers war 
fiir 1 kg Meerschweinchen bei subeutaner Injektion gerade tédlich. 
Kir wurde mit Bleiessig gefallt und es ergab sich dabei, daB das 
‘toxin in Lésung bleibt, was Ford schon gefunden hatte. Die so 
erhaltene Schmiere ergab nach Abtrennung einer groben Menge 
Kaliumehlorid mit Methanol die Fraktion A von emer Wirksam- 
keit 1 M.-E. = 5—6 mg. 

Beim weiteren Nacharbeiten der Fordschen Vorschrift?) konnte ich seine 
Angaben aber in einem Punkte, auf den sich seine ganze Reinigungsmethode 
in der Hauptsache stiitzt, nicht bestatigen. Aus der Phosphorwolframsiure- 
fallung konnte ich mit Baryt nie wirksame Lésungen bekommen.*) Aus den 
sparlichen quantitativen Angaben Fords‘) selbst berechnet sich bei seiner 
Aufarbeitun gsweise ein Verlust von etwa 99°/, an wirksamer Substanz. Diese 
Zahl gibt nur die GréBenordnung an, da Ford die gerade tédliche Dosis seiner 
Praparate anscheinend nicht bestimmt hat und so keine quantitative Kon- 
trolle iiber den Verlauf seiner Anreicherung hatte. 

Da es nahe lag, daB die stark alkalische Reaktion bei der Zersetzung des 
Vhosphorwolframsaure-Niederschlags das Toxin zerstérte, fiihrte ich ent- 
sprechende Versuche mit der Fraktion A aus. Es ergab sich tatsachlich eine 
Verminderung des Wirkungswertes auf mindestens die Halfte bei 2stiindiger 


1) Radais u. Sartory geben fiir Kaninchen und Meerschweinchen 
pro Kilogramm 0,700—1 g an, und aus den Angaben von Schlossberger und 
Menk und einer Privatmitteilung von Herrn Dr. H. Schlossberger entnehme 
ich eine tédliche Dosis fiir die Maus von 0,725 g/kg, wenn man auf trockenen 
Pilz bezieht und zwar unter der Annahme, da8 der frische Pilz 90°/, Wasser 
enthalt, was nach vielen Autoren zutrifft. 

2) Die Methode soll hier im Prinzip kurz angegeben werden. Getrocknete 
Pilze werden mit 65°/, Alkohol extrahiert, der Extrakt mit Natriumcarbonat 
neutralisiert und der Alkohol abgedampft. Die ausgeschiedenen Fettsiuren 
werden abfiltriert, das Filtrat mit Natriumcarbonat schwach alkalisch gemacht 
und mit 15°/,iger Silbernitratlésung gefallt. Das Filtrat wird nach Entfernen 
des Silberiitberschusses mit Natriumchloridlésung mit Bleiessig gefallt und 
aus der Lésung mit Natriumsulfat das Blei entfernt. Das Toxin wird schlieBlich 
mit Phosphorwolframsaure gefallt und der Niederschlag ,,nach der iiblichen 
Methode* mit Bariumhydroxyd zerlegt. 

3) Privatdozent Dr. A. Bertho, der sich am hiesigen Institut vor mir 
kurze Zeit mit den Giften des Knollenblatterpilzes beschaftigt hat, hatte das 
bereits festgestcllt. Auch die spater angegebene, abgeanderte Methode zur 
Zersetzung des Phosphorwolframsaure-Niederschlags mit Bariumacetat stammt 
von ihm. Die auf diese Weise von ihm erhaltenen Extrakte hatten eine Wirk- 
samkeit von 1,1—2 mg/kg Meerschweinchen. Aus seinen Versuchen geht 
auch hervor, daB iiber die Phosphorwolframsaurefallung ein gréBerer Teil der 
Wirksamkeit verloren geht. 

4) Ford u. Bronson, 1913. 
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Einwirkung von 0,15 n-Bariumhydroxydlésung bei Zimmertemperatur. Die 
Zerlegung der Phosphorwolframsaurefallung mit Baryt ist also vollkommen 
ungeeignet. 

Versucht man den Niederschlag statt mit Baryt mit Bariumacetat in 
der Kalte oder auch heiB zu zerlegen, so erhalt man wohl wirksame Lésungen, 
aber der Verlust an Toxin betragt immer noch 90°/), weil sich die Fallung mit 
Bariumacetat nicht quantitativ umsetzt. Die Lésung enthalt auch bei groBem 
Uberschu8 von Bariumacetat immer noch Phosphorwolframsaure. Ein besseres 
Ergebnis brachte die Zerlegung mit Schwefelsture und Amylalkohol-Ather 
nach Jacobs.!) Aber auch hier war die Ausbeute an Toxin, selbst bei sorg- 
faltigstem Arbeiten, nur 20°/,. Uberdies ist das Aufarbeiten gréBerer Mengen 
der Niederschlage sehr unangenehm und langwierig, weil der Niederschlag in 
unserem Falle sich nur sehr langsam und unvollstandig in der angegebenen 
Mischung lést. Die Fallung mit Phosphorwolframsaiure wurde deshalb auf- 
gegeben. 

Bevor ich nun weitere Versuche zur Reinigung des Toxins 
unternahm, stellte ich die Wirkung verschiedener Reagentien, die 
zu diesem Zwecke nétig sind, auf die unreine Toxinlésung fest. 
{s zeigte sich, daB Schwefelséiure bis zur Konzentration n/1 und 
Schwefelwasserstoff in gesattigter Losung wahrend 24 baw. 
21/, Stunden die Giftwirkung nur unbedeutend schwachen. Ebenso 
ist die Behandlung mit Luftsauerstoff bel px = 4,6 und 8 und 
2 Stunden langes Erhitzen auf 100° fiir das Toxin in diesem Rein- 
heitsgrad nicht schadlich. 

Es wurden nun der Reihe nach alle iblichen Fallungsreagentien 
fiir basische Stoffe?), Lésungsmittel, Adsorption, Dialyse und 
Hochvakuumdestillation zur Abtrennung und Anreicherung des 
‘Toxins versucht. 

Mit Adsorption und Hochvakuumdestillation wurden keine 
brauchbaren Ergebnisse erzielt. 

Die Dialyse durch Pergament lat sich im Anschlu8 an die 
gleich zu besprechenden Fallungen des ‘Toxins zur Entfernung 
anorganischer Salze verwenden. Das Toxin dialysiert zwar durch: 
die Hiilsen, aber sehr langsam (vgl. S. 174). 


Basenfillungsreagenzien. 
Kine groBe Anzahl von Fallungsreagentien fiir basische Substanzen 
schied von vornherein aus, weil die Niederschlige, die sie erzeugen, mit Alkali, 
vornehmlich mit Baryt, zum Teil sogar in der Hitze zerlegt werden miissen 


1) Jacobs, J. of biol. Chem. 12, 429 (1912). 

2) DaB es sich bei dem Gift um eine basische Substanz handelt, stand 
natiirlich zu Beginn der Arbeit nicht fest. Verschiedene Umstande, die Fallbar- 
keit mit Phosphorwolframsaure und die Léslichkeitsverhaltnisse schienen aber 
darauf hinzuweisen. 
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(Phosphorwolframsaure, Phosphormolybdansiaure, Silicowolframsaure, Rufian- 
saure). Andere, die sonst zur Isolierung von Basen treffliche Dienste leisten, 
erzeugten in waBrigen oder waBrig-alkoholischen Lésungen von Fraktion A 
iiberhaupt keine Fallung, wie z. B. Pikrinséure, Brompikrinsaiure, Pikrolon- 
siure, Flaviansdure, Nitrophenole, Nitronaphtole und ihre Sulfosduren, eben- 
sowenig Kaliumquecksilberjodid, Kaliumferrocyanid und Kaliumferricyanid. 
. Dagegen wird das Toxin durch Quecksilberchlorid, Queck- 
silberacetat, durch das Kalium- und Bariumsalz der Wismut- 
jodwasserstoffsiure und durch Tannin aus einer waBrigen Lésung 
der Fraktion A annahernd quantitativ gefallt. Alle diese Nieder- 
! schlige lassen sich ohne Verwendung von Alkali zerlegen. 

Bei der Fallung der Fraktion A mit Kaliumwismutjodid 
konnte nach dem Zerlegen des Niederschlages mit Bleicarbonat ein 
Sirup von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 1,25 mg (Fraktion B]) 
aber nur in sehr schlechter Ausbeute gewonnen werden. Durch 
Wegdialysieren unwirksamer Stoffe konnte die Wirksamkeit noch 
bedeutend gesteigert werden. 1 M.-EK. = 0,5 mg (Fraktion CI). 

Auch durch Fallen mit Tannin und Zerlegen des Nieder- 
schlags mit Bleiessig lie} sich das Gift bis zu einer Wirksamkeit 
von 1 M.-E. = 1,25 mg (Fraktion BIT) anreichern. Die Ausbeute 
war hier besser als bei der Fallung mit Kaliumwismutjodid. 

Am giinstigsten nach Ausbeute, Anreicherung und Beschaffen- 
heit des Endprodukts schien mir die Fallung mit Quecksilberacetat, 
welche nach dem Zerlegen des Niederschlags mit Schwefelwasser- 
stoff und nach Abtrennen eines methanolunldéslichen Teiles die 
Fraktion BITI von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,75—2,0 mg 
heferte. 

Bei der Fallung der Fraktion BIII mit Bariumwismutjodid, 
Zerlegen des Niederschlags mit Schwefelwasserstoff und Ent- 
fernen des in der Losung enthaltenen Bariumjodids mit Thallium- 
carbonat wurde Fraktion CIII mit einer Wirksamkeit 1 M.-K. = 
0,3 mg erhalten. 

Beim Abtrennen des in absolutem Alkobol Léslichen von 

Fraktion BIII erhalt man einen nur noch schwach hellgelb ge- 
farbten Sirup, der sich, wenn er vollkommen trocken ist, fein 
pulvern 148t und eine Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,5 mg besitzt. 
1 Das Reineckesalz, das bei der Isolierung des Acetylcholins 
(aus Rinderblut) und des Muscarins!) vorziigliche Dienste geleistet 
hat, schien nach den ersten Versuchen beim Amanitatoxin zu 
versagen. 


1) F. Kégl u. H. Erxleben, Liebigs Ann. 48%, 156 (1931). 
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Wegen der leichteren Léslichkeit der freien, gut krystalli- 
sierenden Reineckeséure wurde diese fiir die Fallung verwendet, 
wobel man vermeidet, daB die letzten Fraktionen stark mit dem 
Fallungsmittel verunreinigt sind, was bei Verwendung des Ammon- 
salzes nicht zu umgehen ist. 

Bei der fraktiomerten Fallung der Fraktion A wurde nach 
dem Zerlegen des Niederschlags!) das Toxin in der leichtest lés- 
lichen der gefallten Fraktionen, aber nur zum kleinen Teil ge- 
funden. Die wherwiegende Menge des Giftes war also zerstért 
worden. Es stellte sich heraus, daB das bei der Fallung und bei 
der Zerlegung der Niederschlige als Lésungsmittel im Gemisch 
mit Wasser verwendete Aceton die Giftwirkung wahrscheinlich 
herabsetzt. WaBrige Toxinlésungen, die mit soviel Aceton ver- 
setzt wurden, daB gerade noch kein Niederschlag entstand und die 
einige Zeit standen, hatten immer an threr Wirksamkeit eingebiiBt. 

Daraufhin wurde die Fallung ohne Verwendung von Aceton 
durchgefiihrt und zwar mit Fraktion BIII. Wie aus dem Obigen 
schon hervorgeht, bildet das Toxin mit der Reineckeséure kein 
sehr schwer ldsliches Salz. So erklart es sich, daB das Toxin bei 
mehrmaliger Ausfiihrung der Fallung mit der Fraktion BIII 
einmal zum groBten Teil in der Fallung, ein anderes Mal in der 
Restlésung und einmal gleichmaBig auf beide verteilt gefunden 
wurde (vgl. Versuche). Immer war aber etwa ein Drittel des 
Gewichts der Fraktion BIII im zerlegten Niederschlag zu finden. 
Im ersten Falle wurde ein hellgelber Sirup von der Wirksamkeit 
1 M.-E. = etwa 0,5 mg (Fraktion CIIIc) erhalten. 

Es ist zu hoffen, daB man durch fraktionierte Fallung mit 
teineckesdure aus der Fraktion BIJI oder CIIIb erst Unwirk- 
sames entfernen und dann eine hochwirksame Fraktion erhalten 
kann. 

Es wurde auch versucht aus einer alkoholischen Loésung der 
Fraktion CIIIb durch Fallen mit organischen Lésungsmitteln 
(Ather und Essigester) eine Anreicherung zu erzielen. Die Ver- 
suche mit Essigester ergaben kein brauchbares Resultat. Hnt- 
sprechende, mit Ather angestellte Versuche erlauben noch keinen 
endgiltigen SchluB, da die nétige Zahl der Tierversuche noch nicht 
durchgefiihrt ist. In einem Falle wurde aber durch Zugeben der 
doppelten Menge Ather zu einer etwa 0,5°/jigen alkoholischen 
Losung von Fraktion CIIIb eine Fallung erhalten, die im Tier- 
versuch eine Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,2—0,3 mg zeigte. 


1) J. Kapfhammer u. C. Bischoff, Diese Z. 191, 179 (1930). 
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Aus einer alkoholischen Lésung von Fraktion CIIIb wird das 
Gift mit Natriumpermutit im Gegensatz zum Muscarin entfernt. 
Is wird auch von Goldchlorid aus waBriger Losung gefallt. Der 
Niederschlag laBt sich mit fein verteiltem Silber gut zerlegen.?) 

Die wirksamsten Fraktionen sind alle spielend in Wasser 
léslich, auBerordentlich hygroskopisch, leicht léshch in Methanol, 
schwerer in absolutem Athylalkohol und unléslich in anderen 
organischen Lésungsmitteln. Wenn waBrige Losungen eingeengt 
werden, JéBt sich der zuriickbleibende Sirup itberhaupt nicht 
vollkommen trocken erhalten; aus den alkoholischen Lésungen 
bekommt man eine blattrige Masse, die sich gut vom Kolben trennt 
und fein gepulvert werden kann. Das aus absolut alkoholischer 
Lésung mit absolutem Ather gefallte Produkt stellt ein fast farb- 
loses amorphes Pulver dar, das an der Luft in kiirzester Zeit zu 
einer braunen Schmiere zerflieBt. 

Alle Fraktionen geben noch Fallungen mit Silbernitrat und 
Silberacetat, die sich um so schneller unter Ausscheidung von 
Silber dunkel farben, je weniger wirksam die geprifte Fraktion 
ist. So gibt Fraktion A mit Silbernitrat emen schmutzigweiBen 
Niederschlag, der sich in wenigen Sekunden schwarzt, wahrend 
bei Fraktion CIIIb die Reduktion des Silbersalzes erst nach etwa 
1 Stunde bemerkbar wird. Das Toxin scheint also nicht der redu- 
zierende Stoff zu sein. Alle hochwirksamen Fraktionen geben auch 
mit Goldchlorid Fallungen, die sich beim Stehen nicht verandern. 

Beim Erhitzen der simtlichen wirksamen Fraktionen mit 
Alkali tritt immer der Geruch von Ammoniak und von Aminen 
auf und beim Erhitzen der festen Substanz mit sehr konzentriertem 
Alkali firbt sich ein in das Reagenzglas gehaltener, mit konzen- 
trierter Salzsiure befeuchteter Fichtenspan intensiv rot. 

Herrn Geheimrat H. Wieland bin ich fiir die Anregung zu 
dieser Arbeit und fiir die in jeder Beziehung gewahrte Unter- 
stiitzung zu groBtem Dank verpflichtet. 


Versuche. 
Die Pilze wurden getrocknet, gemahlen und erschdpfend mit 
Gasolin und Ather extrahiert, wobei etwa 10°/) Lésliches entfernt 
wurden.?) 





1) H. W. Dudley, Biochemic. J. 23, 1064 (1929). 

*) Der Firma C. H. Boehringer Sohn, Nieder-Ingelheim, sind wir fiir die 
Beschaffung und Vorbehandlung des Materials groBen Dank schuldig. Herrn 
Dr. P. Weyland von der genannten Firma méchten wir fiir seine wertvolle 
Unterstiitzung besonders danken. 
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Herstellung des Ausgangsextrakts. 


Je 1000 g der getrockneten und vorextrahierten, gemahlenen 
Pilze wurden 24 Stunden unter hiufigem Umriihren mit 8 Liter 
Wasser, unter Zugabe von Toluol zur Verhinderung bakterieller 
Zersetzung, stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurden sie durch 
ein Leinensickchen erst mit der Hand und dann unter einer Saft- 
presse abgepreBt. Der Riickstand wurde ein zweites Mal mit der 
sleichen Menge Wasser in derselben Weise behandelt. In einer 
dritten Extraktion ist nur noch sehr. wenig des Toxins zu finden, 
so daB spater auf ihre Durchfiihrung verzichtet wurde. Die ver- 
einigten tiefbraun gefarbten Prebsafte enthalten 270—3800 g 
Trockensubstanz. Die Wirksamkeit auf den Pilz berechnet, betragt 
1 M.-E. = 25—30 mg Pilz (Fig. 3). 
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Zur Injektion wurden immer Loésungen mit Ringerlésung 
bereitet und zwar in einer Konzentration, dai 0,2 cem die appli- 
zlerte Dosis enthielten. 

Bleiessigfdllung. Die Losung (6—6,5 Liter) wurde mit etwa 
1500 cem Bleiessig (450 ¢ Bleiacetat, 150g Bleioxyd, 2 Liter 
Wasser) versetzt, wobei ein voluminéser, schmutziggrauer Nieder- 
schlag ausfiel, der bei vorsichtigem Saugen an der Saugpumpe 
abgenutscht werden kann. Die Riickstiénde auf den Nutschen 
wurden wie vorher der Pilz, unter der Presse von der Losung voll- 
kommen befreit. Die vereinigten Filtrate sind schén honiggelb 
sefirbt. Sie wurden solange mit 2/n-Schwefelsiiure versetzt, bis 
ein weiterer Zusatz nur noch eine schwache Triibung von Blei- 
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sulfat erzeugte. Der Bleisulfatniederschlag wurde abzentrifugiert 
oder auch filtriert. Die so erhaltenen essigsauren Losungen wurden 
im Vakuum bei einer Badtemperatur von 383—85° schonend zur 
Trockne eingeengt. Hoéhere Temperatur zerstért zwar nicht das 
Gift, die Lésung farbt sich aber dunkel, da anscheinend Begleit- 
kérper veréndert werden. Die weitere Aufarbeitung gestaltet sich 
dann insofern unerfreulich, als die farbenden Bestandteile immer 
parallel mit dem Toxin gehen. Der Destillationsriickstand (220 bis 
240 g) enthalt 70—80 g Kaliumehlorid, das durch Aufnehmen der 
Substanz in Methanol zum grofen Teil entfernt werden kann. 
3eim Abdampfen des Methylalkohols bekam ich aus 1000 g Pilz 
150—160 ¢ einer braunen Schiniere mit einer Wirksamkeit 1 M.-E.= 
5—6 ing. Ausbeute an Toxin etwa 80°/,. Mit diesem Material 
(Fraktion A) wurden alle weiteren Versuche ausgefiihrt (Fig. 4). 
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Nach der Bleiessigfallung schon mit Athylalkohol zu arbeiten, um an- 
organische Salze zu entfernen, empfiehlt sich nicht, da durch die mit aus- 
fallenden organischen Stoffe viel Toxin niedergerissen wird. So wurde sogar 
in einem Versuch mit 90°/,igem Alkohol gefunden, daB bei 2maliger Wieder- 
holung der Trennung mindestens 10°/, des Toxins in den Niederschlag gehen. 
5,5 g der Fraktion A (1 M.-E. = 5 mg) geben beim Verreiben mit etwa 200 ccm 
90°/,igem Alkohol einen kérnigen Niederschlag, der abgetrennt und nochmal 
mit Alkohol (100 cem) behandelt wurde. Die beiden Lésungen wurden ein- 
veengt und in 150 cem 90°/jigem Alkohol aufgenommen. Ein kleiner Riick- 
stand wurde mit der ersten Fallung vereinigt. 

Lésliches: 3,1 g, 1 M.-E. = 1,8 mg, 
Unldsliches: 2,1 g, 1 M.-E. > 5,0 mg. 

Da sich beim Nacharbeiten der Fordschen Vorsehrift zur An- 
reicherung des ‘Toxins aus dem Phosphorwolframsiéure-Nieder- 
schlag keine wirksamen Produkte gewinnen lieBen, wurde die 
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Fraktion A auf ihre Empfindlichkeit gegen Hitze und chemische 
Kinfliisse geprift. 

Hohere Temperatur. Je 2g der Fraktion A wurden in 
15 cem Wasser gelést und unter Stickstoff 1 Stunde auf 70 bzw. 
100° erhitzt. Bei einem weiteren Versuch wurde die Dauer auf 
2 Stunden ausgedehnt. Die folgende kleine Tabelle gibt die 
Resultate. 





Dosis ‘| Kontrolle | 70°, 1 Stunde | 100°, 1 Stunde | 100°, 2 Stunden 


in mg/kg Tier tot nach 


41/, Tagen 
‘ 1*/, Tagen 


e 9 





3 Tagen 
/s ” 


10 21/, Tagen 
20 ris 











Luftempfindlichkeit. Je 2g der Fraktion A wurden in 
15 cem m/5-Phosphat- bzw. Citrat—Phosphatpuffer gelést; bei ver- 
schiedenem px wurde 2!/, Stunden bei Zimmertemperatur Luft 
durchgesaugt. 





Dosis | Kontrolle | px-=4,0 | pr=60 | px=80 
in mg/kg} | or 





” 





20 | 21/, Tagen ]1/, Tagen 11/, Tagen 11/, Tagen 
2 1 Tag 1 ‘Tag 


Alkali. Lésungen von Fraktion A in Wasser wurden mit dem 
eleichen Volumen 0,3/n-Barytlésung versetzt und 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurde das 
Barium mit eingestellter Schwefelséure entfernt. Die Wirksamkeit 
der Lésungen war in diesen Versuchen auf etwa die Hiilfte zuriiek- 
gegangen. 








Tier iiberlebt mit | Tier geht ein mit 





Vor Barytbehandlung. ... . 5 mg/kg 10 mg/kg 








Nach Barytbehandlung .... . 10 mg/kg 20 mg/kg 


Einen Versuch, bei dem die Lésung 3 Stunden mit Baryt 
(Konzentration 0,15 n.) gestanden hatte, illustriert die folgende 
Figur, die fiir gleiche Konzentrationen fiir Kontrolle und Baryt- 
versuch gilt (Fig. 5). 

Siure. Ein dem letzten Barytversuch analoger Versuch 
wurde mit Schwefelsiure angestellt. Konzentration an Schwefel- 
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siure In., Dauer der Kinwirkung 24 Stunden. Zu Ende des 
Versuches wurde die Schwefelsiéure mit Ba(OH), genau neutrali- 
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siert. Wie die obige Figur zeigt, schidigt die Schwefelsiure bei 
dieser Konzentration das Toxin nicht. 

Schwefelwasserstoff. Eine wiBrige Loésung von Frak- 
tion A wurde mit Schwefelwasserstoff gesittigt, 21/, Stunden 
stehen gelassen und dann im Vakuum zur Trockene gebracht. 











Der Riickgang der Toxizitiit der Substanz, der ge- 
funden wurde, liegt innerhalb der Versuchsfehler. 

Dialyse. Fir diese Versuche wurden Dhif- 
fusionshiilsen von Schleicher & Schill aus Perga- 
ment verwendet. Um die Dialysierbarkeit des Giftes 
festzustellen, war es notig, das  Dialysierbare 
und das in der Hiilse Zurickbleibende fassen 
zu kénnen. Beim Arbeiten mit dem nebenstehen- 
den Apparat!) (Fig. 6) ist das méglich, auch wenn 
man im Vakuum bei niedriger Temperatur ar- 
beitet. 

Bei der fraktionierten Dialyse der Fraktion A 
ergab sich, da® das Toxin, wenn auch langsam, 
dialysiert, da aber zuerst Begleitstoffe entfernt 
werden. Diese Eigenschaft wurde spater im An- 
schluB an die Kaliumwismutjodidfallung verwendet. 
Bei einem Versuch wurden 5,8 g der Fraktion A 
mit einer Wirksamkeit von 1 M.-E. = 10 mg ein- 
gesetzt. 


1) Chem. Ztg. 55, 395 (1931). 
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Dialysiertes 1 M.-E. 
Nach 3 nie. is Pa ee eS 1,04 g 40 mg 
Nach weiteren 6 Stunden a ee weitere 2,29 g¢ | etwa 15 mg 
In der Hiilse enannel i Rises tient 1,91 g etwa 5 mg 
Zusammen .. . ee ete 5,24 g 
Adsorptionsversuche. 


Tierkohle. 1,6 g von Fraktion A wurden in 50 ccm Wasser gelést 
und mit 2 g Tierkohle (Merck) geschiittelt. Nach 5 Minuten war die Lésung 
vollkommen farblos und enthielt noch 0,45 g Substanz, die zum Teil krystalli- 
siert, aber vollkommen unwirksam war. Das Toxin wird also von Tierkohle 
adsorbiert, was schon Oré (1877) gefunden hatte. 

Kieselsaiure. Vorversuch: 0,2 g von Fraktion A wurden in 30 ccm 
m/10-Phosphatpuffer py: = 7,7 gelést und 30 ccm Kieselsiuregel (1 ccm = 
0,007 g SiO,) zugegeben. Nach einigem Stehen wurde die Kieselsdure ab- 
zentrifugiert und die Restlésung auf ihre Toxizitét gepriift. Ein Tier erhielt 
eine Injektion, die 8 mg/kg der Ausgangskonzentration entsprach. Es zeigte 
keine Gewichtsabnahme. 

Es wurde nun in einem zweiten Versuch die Elution des Giftes von der 
Kieselsiure versucht. Durch Behandeln des Adsorbens mit n/5-Schwefelsiure 
und Entfernen der Schwefelsiure mit Bariumacetat erhielt ich 0,150 g einer 
braunen Schmiere von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 1 mg. Ausbeute an Toxin 
also nur etwa 25°/,. 

Tanninfallung von Fraktion A. 11g der Fraktion A wurden in 
50 ccm Wasser gelést und nach Zugabe von 10 ccm "®/;-Schwefelsiure mit 
50 ccm 10°/,iger Tanninlésung gefallt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und das Tannin aus der Lésung mit Bleiessig entfernt. Die Lésung enthialt 
nach dem Entfernen des Bleis als Sulfat 5,8 g Substanz, die nahezu unwirksam 
war: 1 M.-E. = 160 mg. 

Der abzentrifugierte Tanninniederschlag wurde mit Bleiessig auf dem 
Dampfbad zerlegt. Dabei resultierten 1,7 g eines schwach gelb gefarbten 
Sirups von der Wirksamkeit: 1 M.-E. = 1,25 mg. Ausbeute 60—65°/, (Frak- 
tion BII). 

Der starke Verlust an Substanz (3,5 g) ist wahrscheinlich auf un- 
vollstaindige Zersetzung des Tanninniederschlags zuriickzufiihren, der ja wegen 
der Alkaliempfindlichkeit des Toxins nicht mit Baryt zerlegt werden kann. 

Ein Versuch, den Niederschlag mit Schwefelsiure und Essigester zu 
zerlegen, ergab ein vollkommen unwirksames Praparat, obwohl der Nieder- 
schlag beim Schiitteln mit 0,5 n-Schwefelsiure und Essigester fast augen- 
blicklich in Lésang ging. 

Quecksilberacetatfallung von Fraktion A. Fraktion A 
wurde in wenig Wasser geldést und mit einer gesittigten waBrigen 
Lésung von Quecksilber-I]-acetat so lange versetzt, als noch ein 
Niederschlag ausfiel. Die hellockerfarbene Fallung wurde sofort’) 


1) Beim Stehen des Niederschlags iiber Nacht hatte er sich einmal unter 
Abscheidung von Quecksilber dunkel gefarbt und die weitere Aufarbeitung 
lieferte nur noch ganz schwach wirksame Praparate. 
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abzentrifugiert, in Wasser mit Hilfe von Glaskugeln fein verteilt 
und dureh Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Quecksilbersulfid 
wurde abfiltriert, mit Wasser gut gewaschen und die vereinigten 
Filtrate im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der Riickstand 
wurde in Methanol aufgenommen, wobei 15—25°/, ungelést zuriick- 
blieben. Dieser Riickstand enthalt kein Toxin, wahrend die 
Methanollésung beim Eindampfen bei verschiedenen Ansatzen 
sehr schwankende Mengen einer hellbraun gefarbten Substanz 
zuriicklaBt, die sich, wenn sie vollkommen trocken ist, staubfein 
zu einem gelben, auBerordentlich hygroskopischen Pulver zer- 
reiben léBt. So wurden auf 1000 g Pilz berechnet, in verschiedenen 
Ansitzen 5—18 g Substanz mit einer Wirksamkeit 1 M.-E. =0,75 mg 
bis 1 M.-E. =2mg gewonnen. Ausbeute bei dieser Operation 
50—60°/, (Fraktion BITI). 

Kaliumwismutjodidfallung von Fraktion A. 2g von 
Fraktion A wurden in waBriger Losung mit 3 g Kaliumwismut- 
jodid gefillt. Der orangerote Niederschlag wurde abzentrifugiert, 
mit wenig Wasser gewaschen und dann mit Bleicarbonat in Wasser 
geschiittelt. Ebenso wurde das Wismut aus der Lésung entfernt. 
Aus der Fallung wurden 100 mg, aus der Losung 480 mg Substanz 
als gelber Sirup erhalten, der noch etwas Kaliumjodid enthielt. 
Der aus der Fallung gewonnene Anteil war etwa 5mal so wirksam 
wie der aus der Restlosung. 

Zerlegte Fallung: 1,25 mg/kg tédlich in 9 Tagen 


(Fraktion BI) 1,85mg/kg . .4 ., 1 M.-E. =1,25 mg 
2,50mg/kg . . 3 ,, 
Restlésung: . . 5,0 mg/kg ., .9 ,, 1 M.-E. = 5,0 mg 


Bei einer Wiederholung des Versuchs mit 80 g von Fraktion \ 
wurde die mit Bleicarbonat zerlegte Fallung im Dialysator (vg. 




















Ya 
“ene. 
¥ i 
a e! Renee fe — VW ney: 
“> oo 3s + std 


Fig. 7. 
Fraktion Cl. + 1mg kg x 0,5 mg kg 

















ord 





eilt 
Tifid 
ben 
anc 
ick- 

die 
Zen 
anz 
fein 
zeY- 
nen 
meg 
tion 


von 
nut - 
ert. 
sser 
rnt. 
anz 
ielt. 
sam 


m A 
vel. 








Beitrage zur Kenntnis des Giftstoffs der Knollenblatterpilze. 177 


oben) 31/, Stunden dialysiert. Der Riickstand in der Dialysier- 
hiilse wog 1,03 g und hatte eine Wirksamkeit von 1 M.-E. = 0,5 mg 
(Fraktion CI) (Fig. 7). 

Abtrennung des Alkoholléslichen der Fraktion B III. 
560 mg der Fraktion B wurden mit 50 cem absolutem Alkohol 
unter 6fterem Umschiitteln extrahiert. Nach dem Absetzen des 
Ungeldésten wurde die ttberstehende Lésung, die nur wenig fein 
verteilte Flocken enthielt, abgegossen und durch 50 cem frischen 
absoluten Alkohol ersetzt. Nach 4maliger Wiederholung list sich 
nur noch sehr wenig im Alkohol. Der Riickstand wurde nun ab- 
filtriert und getrocknet (208 mg). Beim Einengen der gesamten 
Léosungen wurden 347 mg erhalten. Wirksamkeit des Alkohol- 
loéslichen 1 M.-E. = 0,5 mg (Fraktion CIITb). Das Unlésliche war 
unwirksam (vgl. auch §. 172). (Fig. 8). 
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Fig. 8. 
+ 0,5 mg kg Alkoholunlosliches © 0,5 mg/kg Alkoholunlésliches (Fraktion C III b) 


Die Fraktion C IIb zeigt nach der Priifung durch Herrn 
Geheimrat Straub am ausgeschnittenen Froschherzen eine acetyl- 
cholinartige Wirkung, allerdings in den vergleichsweise sehr groBben 
Dosen von 0,001 g/ecem. Die gleiche Wirkung wiirde von einer 
Acetylcholinlésung 1/108 erzielt worden sein. ‘Trotzdem ist die 
Wirkung typisch cholinbasenartig, denn es besteht der charakte- 
ristische Atropin-Antagonismus (vgl. Tafel). Vielleicht sind in 
dem Toxinpréparat Spuren von Muscarin enthalten. 

Bariumwismutjodidfallung mit Fraktion BILL. Frak- 
tion BIIT aus 100 g Pilz wurde in 30 ccm Wasser gelést und mit 
2g Bariumwismutjodid in 3cem Wasser gefallt. Der prichtig 
orangerote Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit 10 ccm Wasser 
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gewaschen und in 30 ccm Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Aus dem Filtrat vom Wismutsulfid, das gut mit Wasser aus- 
gewaschen war, wurde mit Kohlendioxyd der Schwefelwasserstoff 
vertrieben und dann mit Thalliumecarbonatlésung das Bariumjodid 
an der Zentrifuge ausgefillt. Verbraucht wurden 17 ccm einer 
4°/,igen Losung. Durch Kinleiten von Kohlendioxyd wurde dafiir 
gesorgt, da die Lésung nicht alkalisch wurde. Eimengen der 
Lésung und Aufnehmen des Riickstandes in Methanol ergab 78 mg 
eines hellgelben Sirups von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,3 mg 
(Fraktion C IIIa). 

Reineckeséureféillung von Fraktion A. 21 g von Frak- 
tion A wurden in 200 com Wasser gelést und mit einer gesattigten 
waBrigen Losung von Reineckesiure so lange versetzt, bis kein 
weiterer Niederschlag mehr ausfiel. Durch vorsichtiges Zugeben 
von Aceton wurde dann der Niederschlag wieder vollkommen in 
Loésung gebracht. Das Aceton wurde langsam verdunstet und so 
die einzelnen Fraktionen ausgefallt und durch Abzentrifugieren 
abgetrennt. Die Niederschlige wurden in Aceton—Wasser 1:1 
gelést und mit einer Silbersulfatlosung die Reineckesiure als 
Silbersalz gefallt.1) Nach dem Abfiltrieren des Silberreineckats 
wurde der Uberschu8 des Silbersulfats mit eingestellter Barium- 
chloridlésung entfernt und so das Chlorid des Toxins neben anderen 
Chloriden erhalten. Auch aus der Restlésung wurde die wber- 
schiissige Reineckesiure mit Silbersulfat entfernt und die schwefel- 
saure Losung dann genau mit Bariumhydroxyd neutralisiert. Aus 
den Fallungen und der Restlésung wurden erhalten: 
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1) J. Kapfhammer u. C. Bischoff, Diese Z. 191, 179 (1930). 
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Die Fig. 9 zeigt den Verlauf der Tierversuche bei Injektion 
von je 3mg/kg. Am wirksamsten war Fillung IV, schwach 
wirksam war auch Fallung I. 

Acetonversuch. Die Wirkung des Acetons auf die Giftigkeit 
von Toxinlésungen zeigt folgender Versuch. Von Fraktion BIII 
wurde eine waBrige Lésung hergestellt und in 2 Hilften ge- 
teilt. Zur eimen Hialfte wurde das gleiche Volumen Aceton 
zugefigt. Nachdem die lLésungen iiber Nacht gestanden 
hatten, wurden sie beide im Vakuum zur Trockne gebracht 
und in Ringerlésung aufgenommen. Die Fig. 10 zeigt deutlich 
den Rickgang der Giftigkeit in der mit Aceton behandelten 
Lésung. 
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Fig. 10. 
O 2mg BIII/kg x 10mg BIII/kg mit Aceton behandelt. 


Reineckesaurefallung von Fraktion BIII. 2g von 
Fraktion BIII (1 M.-E. = 2,0 mg) wurden in 15 cem Wasser 
gelést und 20cem gesiittigte Reineckesiurelésung zugegeben. 
Der ausfallende Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit 
250 ccm absolutem Alkohol aufgeschlimmt, wobei er sich bis 
auf 80mg farblose Flocken lést. Nach dem Entfernen der 
feineckesiiure bekam ich 740 mg Substanz von der Wirksamkeit 
1 M.-E. = 1 mg. 


0,75 g BIII (1 M.-E. = 1 mg) wurden wie oben mit Reinecke- 
siure gefallt. Die Fallung ergab nach dem Zerlegen 185 mg 
(1 M.-E. = 0,5—0,7 mg), die Lésung nach Entfernung der Rei- 
neckeséure 500 mg (1 M.-E. = etwa 3 mg). 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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Versuche iiber den EKinfluB 
von Blutserum, Plasma und einigen Organextrakten 
auf Casein und seine Abbauprodukte. 


Von 


G. E. Widmark. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1932.) 


3ei1m Arbeiten mit den proteolytischen Enzymen im Blut- 
serum und Plasma mit Fallung des Substrats (Casein) durch 
Kochen mit Puffer beim isoelektrischen Punkt (approximativ bei 
einem px von etwa 4,7) und der darauf folgenden Bestimmung 
des Rest-N nach Kjeldahl wurde oft die Beobachtung gemacht, 
daB anstatt einer Zunahme des Rest-N, als Folge der enzyma- 
tischen Spaltung, ein entgegengesetzter ProzeB stattfand, der zu 
einer verminderten Menge Rest-N im Filtrat im Vergleich mit der 
Kontrolle fiihrte. 

Im Einvernehmen mit meinem friiheren Chef, Herrn Prof. 
S. G. Hedin, der friiher gleichartige Wahrnehmungen mit Wasser- 
extrakt von Rindermilz gemacht hat, begann ich eine Reihe 
Organextrakte in bezug auf diesen ProzeB zu untersuchen. Diese 
Arbeiten gehen an dem hiesigen Medizinisch-Chemischen Institut 
weiter. Ihre vorliufigen Ergebnisse sollen nachstehend vor- 
celegt werden. 

Mein erster Gedanke, daB es sich hier um einen enzymatischen 
ProzeB, eine EiweiBsynthese handele, ist ja in der physiologischen 
chemischen Literatur nichts Neues. Ich erinnere nur an die ziem- 
lich umfangreiche Literatur iiber die Plasteinbildung. Aus dieser 
Literatur sind in diesem Zusammenhang namentlich die Arbeiten 
von Robertson und seinen Mitarbeitern!), von Henriques und 
Gjaldbaek?), sowie aus spiterer Zeit die von Wasteney und 
Borsook®’) hervorzuheben. Diese letzteren Arbeiten sind _teil- 
weise von Rona und seinen Mitarbeitern*), sowie von Oda‘) nach- 
gepriift worden. Die Deutung dieser Nachpriifungen lauft darauf 
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hinaus, daB hier ein im Verhaltnis zur Spaltung wirklich um- 
cekehrter ProzeB vorliegt, der u. a. zu einer Verminderung der 
freien Aminogruppen fithrt. Die Deutung dieser Versuchsresultate 
als Synthesen ist kritisiert worden von Bayliss®), Abderhalden‘) 
und speziell betreffend gewisser Teile von Borsooks und Waste- 
neys Arbeiten von Sarluy.’) Von speziellem Interesse fiir mich 
waren ein paar altere Arbeiten von Freund.) In eimer kurzen 
Schrift, .Zur Frage der Riickumwandlung der Verdauungs- 
produkte* (vorliufige Mitteilung), in der leider keine niiheren An- 
gaben wber die Versuchsmethodik gemacht werden, wird be- 
schrieben, wie bei einer Mischung von Serum und 2°/,igem Witte- 
pepton 20°/, des Peptons in koagulierbaren Zustand wbergingen. 
Nur das Euglobulin im Serum reagierte. Wihrend des Prozesses 
 nahm die Euglobulinfraktion ab, wihrend die Pseudoglobulin- 
und die Albuminfraktion zunahmen‘’. Wurde das Serum auf 70° 
erhitzt, so blieb diese Wirkung aus. In einer einige Jahre spiter 
erschienenen Arbeit!®) berichtet Freund iiber Wiederholung und 
Erweiterung seiner Versuche. 

In einer Schrift von Pacchioni und Carlini!!) (aus der 
Padiatrischen Klinik in Florenz) ,,Contributo allo studio dell 
assimilazione. Sulle plasteine e sulla precipitazione zonale tra siero 
sanguigne e tessuti‘‘, die mir leidey nur im Referat!*) zugiinglich 
war, werden Versuche beschrieben, bei denen u. a. Verdauungs- 
produkte von Casein und Pepton in alkalischer Lésung Fiallung 
mit Extrakt von Leber, Milz und Niere des Hundes ergaben, je- 
doch nicht mit Blutserum desselben Tieres. Endlich sei eine Arbeit 
von de Bruyne!*) erwahnt, welche zeigt, daB, wenn die Organ- 
autolyse lingere Zeit ausgedehnt wird, der gebildete, durch Wirme 
unkoagulierbare Stickstoff in koagulierbaren zuriickgebildet werden 
kann, und zwar in gewissen Fallen in sehr hohem Grade. Er ist 
der Ansicht, daB die schon friiher hiiufig beobachtete Autolyse- 
hemmung scheinbar ist und in Wirklichkeit in einer gesteigerten 
Resynthese besteht. Im Jahre 1931 erschien eine Arbeit von 
K. Yokata!), ,,Zur Frage nach dem Vorkommen proteolytischer 
Fermente im Serum‘. Yokata verwandte als Substrat Fibrin 
und erhielt dabei Resultate, welche an die in der Einleitung er- 
wihnten und im folgenden besprochenen Verhiltnisse erinnern. 


Eigene Untersuchungen. 


Blutserum und Plasma wurden bei den Versuchen teils direkt 
benutzt, teils in gewissen Fallen nach Dialyse gegen destilliertes 
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Wasser, in anderen Fallen gegen Leitungswasser. Die Organ- 
extrakte wurden durch Zusatz der doppelten Gewichtsmenge 
destillierten Wassers zu den fein zermahlenen Organen hergestellt. 
Hierbei wurden teils saure Extrakte durch Zusatz von Essigsiure 
bereitet (im folgenden mit A bezeichnet), teils alkalische Na(Cl- 
Extrakte durch Zusatz von MgO. In simtlichen Fallen wurde 
reichlich Toluol und Chloroform zugesetzt, jedoch immer in den- 
selben Proportionen. 

Bei den Versuchsserien wurden dem Blutserum bzw. dem 
Plasma oder den Organextrakten als Substrat Casein- bzw. Pepton- 
losung zugesetzt, die in der friiher von mir beschriebenen Weise?>) 
zubereitet worden waren. In gewissen Fallen kam auch eine un- 
dialysierte Peptonlésung zur Anwendung. Da Hedin?*) ge- 
funden hat, daB sich die von dem sauren Organextrakt nach 1 bis 
2tiagiger Verdauung (durch £-Protease oder Kathepsin) gebildeten 
Spaltungsprodukte fiir die ,,Synthese“ eignen, bin ich bei den 
Organversuchen dazu tbergegangen, solche Verdauungsprodukte 
zu verwenden. (Die Verdauungsfliissigkeit wurde auf einen px von 
etwa 7,0—7,1 gebracht und hierbei 15 Minuten gekocht. Alsdann 
wurde sie filtriert und das Filtrat eventuell mit Wasser verdiinnt.) 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in simtlichen Fallen, 
bei den Extrakten, den Versuchsmischungen und den Substraten, 
auf elektrometrischem Wege bestimmt. Da die Anwendung von 
Pufferlésungen in den meisten Fallen wegen des stérenden Kin- 
flusses der Salze auf den ProzeB vermieden wurde, wurde der pu 
oft durch elektrometrische Titrierung eingestellt. Infolge der reich- 
lichen EiweiBmenge war, wie meine Erfahrung gezeigt hat, die 
Pufferwirkung in den Loésungen hinreichend, um die Reaktion 
praktisch konstant zu erhalten. 

Bei Anstellung der Versuche wurden bei Serum, Plasma und 
Organen von Rindern Makromethoden angewandt, die sich in der 
Hauptsache an die von Hedin?’) vorgeschlagene Methodik an- 
schlieBen. Fiir die Versuche mit Hunden und Kaninchen wurde 
eine Mikromethode ausgearbeitet, die in anderem Zusammenhang 
ver6ffentlicht werden wird. Die Fiallung des EiweiBes erfolgte 
durch Kochen mit Puffer nach Hedins Beschreibung.!’) In einer 
Anzahl Fille wurde ein Vergleich angestellt zwischen der Fallung 
mit Puffer und der mit Trichloressigsiure bzw. Metaphosphorsaure, 
welche letzteren nach Untersuchungen von Wolf!’) die in der 
Albumosengruppe vereinigten Eiweifstoffe nicht fallen. Die Be- 
stimmung des Stickstoffes im Filtrat geschah nach Kjeldahl, in 
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der Mehrzahl der Falle mit der Mikromethode nach Parnas und 
Wagner.!®) 

In einer Anzahl Falle wurden die Rest-N-Methode und die 
Titrierung der Carboxylgruppen nach Willstitter und Wald- 
schmidt-Leitz?°). baw. der Aminogruppen nach Linderstrém- 
Lang?!) miteinander verglichen. Da die letzteren Methoden im 
allzemeinen weniger empfindlich?*) (allerdings auch weniger viel- 
deutig) sind als die Rest-N-Methode, bin ich ganz zu der letzteren 
iibergegangen. Man braucht sich im vorliegenden Falle nur zu 
denken, daB sich zwei lange Polypeptidketten vereinigen, wobei 
— wenigstens nach jetziger Anschauung — nur eine Carboxyl- 
bzw. Aminogruppe verschwindet, die Rest-N-Methode dagegen 
einen starken Ausschlag fiir den infolge der gesteigerten Fiallbar- 
keit aus der Lésung entfernten Stickstoff gibt. Die Kontrollen 
bestanden bei einem Teil der Versuche in einer der Proben, die 
sofort in der oben angegebenen Weise gefallt wurde; in anderen 
Fallen wurde die Enzymlésung durch kurzes Kochen unwirksam 
gemacht, in einem Teil der Falle kamen beide Methoden zur An- 
wendung, also 2 Kontrollen bei jedem Versuch. Endlich wurden 
Enzymlésung und Substrat bei derselben Wasserstoffionenkonzen- 
tration je fiir sich im Thermostat aufbewahrt und erst bei Heraus- 
nahme der Proben vereinigt und analysiert. 

Vor der Fallung wurden in allen Fallen sowohl die Kontrollen 
als die Proben so erginzt, daB Salzgehalt, EiweiBgehalt und andere 
Zusaitze in allen dieselben waren, damit ein vollstandiger Ver- 
gleich zwischen den verschiedenen Proben der Serien méglich sei. 

~ Im allgemeinen zeigen die Kontrollen, die durch Kochen der 
Enzymlésungen hergestellt wurden und mit NaCl-Zusatz im 
Thermostat standen, héhere Werte, als Kontrollen ohne NaCl. 
Nach Hedins Untersuchungen zeigen hierbei verschiedene Casein- 
sorten einen verschiedenen Grad von Empfindlichkeit gegen NaCl. 
Da aller Grund zu der Annahme besteht, daB auBer den zugesetzten 
Verdauungsprodukten auch diese durch NaCl aus dem Casein ge- 
bildeten Spaltungsprodukte groBe Bedeutung fiir die ,,Synthese* 
haben, méchte ich diesen Umstand hier besonders unterstreichen. 


Blutserum und Plasma. *) 


Nach langwierigen Versuchen mit Blutserum und Blutplasma 
konnte ich das Vorhandensein eines auf Casein bei schwach saurer 





*) Die umfangreiche Literatur wird in einer spiteren Arbeit behandelt 
werden. 
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Reaktion wirksamen Enzyms (oder einer Enzymmischung) nach- 
weisen, dessen Wirkung in gewissen Fillen durch NaCl verstirkt 


werden zu kdénnen scheint. Bei Vorbehandlung — in gewohn- 
lichen Fallen wihrend 1—2 Tagen — mit Essigsiiure bei, Zimmer- 


temperatur, worauf die Wasserstoffionenkonzentration im all- 
gemeinen einem px von 5,5—6,0 entspricht, oder auch nach 
Dialyse gegen destilhertes Wasser (wo gleichfalls eine Verschiebung 
der Reaktion nach der sauren Seite stattfindet) scheint diese Wir- 
kung in gewissen Fallen zuzunehmen. 

Auch konnte ein EiweiB spaltendes Enzym (oder eine Enzym- 
mischung) nachgewiesen werden, das auf Casein und Pepton bei 
einer schwach alkalischen Reaktion (px etwa 7,5) wirkt. Die Wir- 
kung dieses Enzyms (oder der Enzymmischungen) wird stark 
durch NaCl gehemmt. Werden Serum oder Plasma in der oben 
angegebenen Weise mit Saure vorbehandelt oder ein paar Tage 
lang gegen destilliertes Wasser dialysiert, so wird dieses Enzym in 
hohem Grade stimuliert. 





mT 
Tabelle I. 
tinderserum, 4 Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 


Makroversuch. Die Wirkung wird angegeben durch den Unterschied zwischen 
der Anzahl Kubikzentimeter zugesetzter Titriersiure und zugesetzten Alkalis 
nach Verbrennung von 75 cem Filtrat und nach Abzug des Wertes fiir die 


















































Kontrolle. 
Vor Digestion Erganzung nach - = 
= (24 Stunden bei 37°) Digestion bs a = 
cem be . ee = mn A“. Eff. 
SPleaolenm!o | £5 Eller co aan f © = S 
Bes FO; SR KFS Sess S| FSTa i = 
_— ‘ Ten ca] — 2 i) — a —_ —_ peed 
> ply os Z, 20) = 7 8 on _ =o al — 
— 4 ha Z - — 
oe " 
25110 — 45 —  25]/ 25 12.0, 5,0*)|-S | 10,50] 6,50 |—0.0s 
Ohne Vor- . » bes ae |p 2S no 29 
' 25/10 25 120 — 2 — 14,5 5,0 [es 110,00] 5,75] 0.55 
ehand- | 5/10 — 25 120 2] 25 — 170 | £4 11000] 5,10] 0.9 
lung 2110 25) —/120)25]]— 25,170 1531 10,05/5,90] 0,23 
im RN = 
Kontrolle | 25] 1,0 | 2,5 | — | 120|25]/— 2.5 17,0 | | 10,50] 6,58] 3.92 
ch ace iE NRE Pee Me ———— : 
Mit Vor-(/25] 10 — 145 — | 25]/ 25 12.0 50 |-22] 10,00] 6,00] 0.45 
_ ne 
behand- | 25110 25 120, — | 2f/— (145 50 [as] 10,00) 631] 0.14 
lung | 25110 — 25 120/251 25 — 17,0 | 224 115,00] 4,68] 6,77 
_ ast in ~ 9 
2 Tage 25/10 25 — | 12,0) 2q — 25 17,0 [53] 15,00] 9,15] 2.30 
uM = EME. 
Kontrolle [25] 1,0 2,5 | — | 12,0 | 25]} — | 25 17,0 | | 10,00] 6,45] 3.59 








*) 5eem Saure, um das Alkali in der Caseinlésung zu neutralisieren. 




















EinfluB von Blutserum, Plasma u. einigen Organextrakten aufCasein usw. 187 


Tabelle II. 
Autolysenversuch mit Plasma vom Rind, hergestellt durch Zusatz von lg 
Kaliumoxalat auf 1000 ccm Blut, das hierauf zentrifugiert wurde. 









































ote . 
sigole¢ an cnx] 6 
| Blez| eB] o a°3 Be 4 Petco 1 
or si—rims | x =f —amias{] & 
on — iA o o =F 
Ohne nag 50] 20} — 25,01 _ — | 25,0] .,] 10,42) 4,81 | 0,01 
behand- }} so] 20] 25,0 | — || 25,0; — | | 10,42] 4,33 | 0,50 
lung ‘ 2 , 
Kontrolle | 50 | 2,0 | _ | 25,0 it~ | 25 | = 10,42] 4.8: | 5,59 aah 
snc, Sine Flacco SE ome.ce oe N best. 
Mit Vor & 5 in 75 ccm 
heband- | 50] 20] — | 25,0] §| — | 25,0] ~ | 15,08} 6,78 |—0,97 Filtrat 
lung 50] 2,0] 25,0] — |x] 25,0] — | S | 15,08] 9,72 |—3,91 
48 Std. ] a 2 
Kontrolle | 50] 2,0] — | 25,0 — | 25,0 15,08] 5,81 | 9,27 





pu fiir die sauren Lésungen etwa 5,9, fiir die alkalischen 7,8. 


Was die Deutung dieser Erscheinungen anbelangt, so kann man 
annehmen, daB durch die Siurebehandlung ein Hemmungs- 
korper zerstért wird. Auch kann durch das Zusammenwirken 
des sauren und des alkalischen Enzyms ein Aktivator entstehen. 
Endlich kann die Vorbehandlung mit Saure ein eventuell vor- 
handenes synthetisierendes Enzym zerstéren oder schwichen. 

Das Gesagte wird durch vorstehende Tabellen veranschaulicht, 
die ich aus einer groBen Anzahl ahnlicher herausgreife. 

Die vorstehende Tab. II scheint der Annahme zu_ wider- 
streiten, daB Vorbehandlung mit Saure fordernd auf das bei alka- 
lischer Reaktion wirkende Enzym (oder die HEnzymmischung) 
wirkt, wenigstens soweit es sich um das Kiweib des Blutes selbst 
handelt. Aus den Kontrollen geht hervor, daB nach der Vor- 
behandlung unter dem Einflu8 der Siure ein fast doppelt so groBer 
Rest-N erhalten wird, und es ist wohl denkbar, daB letzterer als 
Material bei Bildung der vermehrten Menge koagulierbaren Ki- 
weiBes gedient hat. 

Wenn man zu Serum oder Plasma Pepton zusetzt und die 
Mischung einige Zeit bei héherer Temperatur, z. B. 37°, stehen 
laBt, kann eine ziemlich starke Spaltung sowohl durch die Rest- 
N-Methode, als durch Titrierung der Carboxyl- oder Aminogruppen 
nachgewiesen werden, wie Hedin?*) und andere Forscher (vel. 
auch Grassmann und Heyde*4) gezeigt haben. Ich habe 
diese Versuche mit Wittepepton als Substrat wiederholt und auch 
dabei durch Saurebehandlung die Spaltung stimulieren kénnen. 
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Als Beispiel einer deutlichen Riickbildung von koagulier- 
barem Eiweif fiihre ich aus der Versuchsserie folgendes an. (In alte 
diesem Fall hat auch Fallung mit Trichloressigsiure stattgefunden.) 








Hundeblutserum. Nr. 1 und 3: 3 Tage im Thermostat bei 37°. Alki 
. PH = 
1. 0,5 cem Serum + 2 cem Cas. + 0,5 ccm Dig.-Prod. + 1,0 cem NaCl + 
1,0 eem H,0. ’ fiir | 
2. Dieselbe Serie, sogleich gefallt. eer 
3. » ” 
ni 9 $9 9 ss troll 
Nr. 1 und 2 werden mit 2ccm 10°/,iger Trichloressigsiure gefallt. Spa 
Nr. 3 und 4 werden mit 2 ccm Acetatpuffer 15 Minuten gekocht. 2 cem 
Filtrat. Mikro-Kjeldahl. ; 
1. 11,76 . 3. 17,64 | Tag 
2. 11.26 + 0,50 eem 4. 19.76 ~ 2,12 ccm 
Aus diesem Versuch geht hervor, daB gleichzeitig mit der im 
sog. Synthese eine Spaltung stattfinden kann, die in diesem Falle 
durch die Fallung mit Trichloressigsiure hervortritt, welche das 
neugebildete EiweiB fallt; dagegen wird die Spaltung bei der a 
yes : rf ? . Wel 
Fallung mit Puffer ganz verdeckt, der sowohl die zu spaltenden 
Stoffe, wie deren Spaltungsprodukte in der Lésung zuricklaBt. 
Als ein weiteres Beispiel einer ,,Synthese“ in diesem Falle ohne 
Extrazusatz von Verdauungsprodukten fiihre ich folgendes an. die 
Mit Saure vorbehandeltes, undialysiertes Rinderserum. 
; zels 
Ohne NaCl _ — 0,02 ecm Ws 
Mit NaCl ee =—| ite Rin 
Ohne NaCl : me - 0,14 ecm den 
oe alkalische Reaktion — 9/95 com Hel 
Dasselbe Serum, das nicht vorbehandelt wurde, sondern 2 Tage bei | deu 
Zimmertemperatur gestanden hatte, bevor Casein und NaCl zugesetzt wurden. | Yus 
Ohne NaCl a er 0,03 cem 
Mit NaCl 0,05 ecm wel] 
Ohne NaCl ‘ .  — 0,62 ccm 
Mit NaCl alkalische Reaktion _ 204 com tise 
ist, 
Versuche mit Organextrakt. dies 
vor 
Es wurden sowohl saure als alkalische Extrakte von rotem ae 
. 6s . os o 
Knochenmark und von Leber gepriift. In beiden Fallen konnte He} 
eine Riickbildung von koagulierbarem EKiweii nachgewiesen werden, fing 
in manchen Fillen stairker mit dem alkalischen, in anderen mit wial 
dem sauren Extrakt, ohne da8 hierbei eine RegelmaBigkeit zu a 
konstatieren war. jed 
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Rotes Knochenmark aus Metatarsalknochen eines 1 Tag 
alten Kalbes. 

0,5 com A + 2 ccm Casein + 0,5 cem Dig.-Prod. +- 1 cem NaCl (3,5 n.) + 
Alkali und Wasser, zusammen 1 ccm, zwecks Erzielung einer Reaktion von 
pu = 7,8. 24 Stunden bei 37° im Thermostat. 

Nach Fallung mit Puffer und Verbrennung von 2 cem Filtrat erhalt man 
fiir die Kontrolle den Wert 7,34 und fiir die Probe 5,03 ccm, also einen Unter- 
schied von 2,31 cem 0,01 n. 

Dieselbe Serie, aber mit Metaphosphorsaure gefallt, zeigt fiir die Kon- 
trolle den Wert 5,80 und fiir die Probe 6,05, .also mit dieser Methode eine 
Spaltung von 0,25 ccm, 


Leber. Das Organ stammt von einem Kaninchen, das einige 
Tage auBer Heu auch Milch mittels Magenschlauches erhalten hatte. 

1. 0,5 A + 2 cem Cas. + 0,5 Dig.-Prod. + 1 cem NaCl + Wasser und 
Alkali wie beim vorigen Versuch. 24 Stunden bei 37° im Thermostat. 

2. Dieselbe Serie wie 1, aber mit 1 cem Dig.-Prod. 

3. Dieselbe Serie wie 1, aber ohne NaCl. 

Samtliche Serien wurden vor der Fallung in der oben beschriebenen 
Weise erginzt. Das Resultat nach Abzug der Kontrollen ist folgendes: 

l. — 1,02. 2. — 0,97. 3. + 0,84, also im letzteren Fall eine Spaltung. 


Mit Euter von milchenden Kiihen wurden Versuche gemacht, 
die gleichartige Resultate ergaben. 

Darmschleimhaut, Thymus und Lymphdriisen von Rindern 
zeigen alle eine Spaltung des Substrats bei alkalischer Reaktion. 
Kin groBer Unterschied besteht jedoch in dieser Beziehung zwischen 
dem sauren Extrakt und dem alkalischen NaCl-Extrakt hinsicht- 
lich des Grades der Spaltung, indem das saure Extrakt eine be- 
deutend staérkere Wirkung hat. In simtlichen Fallen tritt nach 
Zusatz von NaCl eine starke Hemmung der Spaltung ein. 

Die Frage, ob diese Riickbildung von koagulierbarem Eiweif, 
welche die vorstehend beschriebenen Versuche zeigen, enzyma- 
tischer Natur oder auf andere chemische Prozesse zuriickzufiihren 
ist, l4Bt sich gegenwartig nicht beantworten. Ich médchte in 
diesem Zusammenhang nur auf eine kiirzlich erschienene Arbeit 
von Fischer*>), ,,Umwandlung von Serumalbumin zu Serum- 
globulin“ hinweisen, in der gesagt wird, da nach Zusatz von 
Heparin eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes statt- 
finden kann und daB sich das Casein hierbei in gewissen Be- 
ziehungen wie Albumin verhilt. Auch ist es Briida?®) gelungen, 
aus Wittepepton eine heparinihnliche Substanz herzustellen (vgl. 
jedoch Yanagisawa).?’) 
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Nachweis von Methionin im Keratin des Rinderhornes. 
Von 
Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1932.) 


Der Entdecker des Methionins (g2-Amino-y-methylthio-butter- 
siure), J. H. Miiller}), hat diese Aminosiiure im Casein und Kier- 
albumin festgestellt. S. Odake?) isolierte sie aus Hefe und 
G. Barger und F. P. Coyne’) aus Caseinogen‘). Wir stiefen bei 
der Aufarbeitung der bei der vollstiindigen Hydrolyse von Keratin 
aus Rinderhorn erhaltenen Abbauprodukte auf schwefelhaltige 
Krystallfraktionen®), die in ihrer Zusammensetzung auf die Anwesen- 
heit von Methionin hindeuteten, jedoch gliickte es nicht, diese 
Verbindung in reinem Zustand abzutrennen. Wir nahmen deshalb 
die Fahndung auf Methionin an Hand eines gréBeren Ausgangs- 
materials (5 kg Rinderhornmehl) unter Anwendung der von seinem 
Kntdecker angegebenen Methode erneut auf. Es gliickte, etwas 
iiber 1 g einer Substanz zu isolieren, die in ihren Kigenschaften 
und in ihrer elementaren Zusammensetzung auf das Vorhandensein 
von Methionin hinwies, jedoch blieb der Schwefelgehalt hartniickig 
etwa 3°/, unter dem theoretischen Wert. Es zeigte sich, dab der 
schwefelhaltigen Verbindung Glutaminsiiure beigemengt war. Es 
gliickte, nach wiederholtem Auflésen des rohen Produktes in 
Wasser und Zugabe von Alkohol bis zur beginnenden Triibung der 
heiBen Lésung und durch vorsichtiges Abkiihlen, eine Trennung des 
Gremisches herbeizufiihren. Die Ausbeute an reinem Methionin 

1) J. of biol. Chem. 56, 159 (1923). 

2) Biochem. Z, 161, 446 (1925). 

3) Biochemie. J. 22, 1419 (1928). 

*) Vgl. tiber die Synthese des Methionins und iiber die Spaltung des 
Razemk6rpers in die optisch-aktiven Anteile: W. Windus und C.S.Marvel, 
J. american. chem. soc. 52, 2575 (1930); 53, 3490 (1931). G. Barger und 
Weichselbaum, Biochemic. J. 25, 997 (1931), Du Vigneaud und C.Meyer, 


J. of biol. Chem. 94, 641 (1932). 
*) Vgl. hierzu Diese Zeitschr. 206, 137 (1932). 
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war sehr gering, jedoch ist die zu seiner Isolierung dienende 
Methode so umstindlich, daB ohne Zweifel Verluste unvermeidlich 
sind. Der Versuch, Methionin durch Darstellung des Hydantoins 
zu charakterisieren und dieses Derivat zur Abtrennung von Bel- 
mischungen zu verwenden, schlug fehl, indem kein krystallisiertes 
Produkt erhalten werden konnte. 

Die reine Verbindung krystallisierte in zum Teil zu Rosetten 
zusammengefiigten silberglinzenden Bliittchen. Beim Erhitzen im 
Kapillarrohr begann die Substanz gegen 255° sich braun zu firben, 
bei 275—277° zersetzte sie sich vollkommen. 

[a] in 5°/,-iger wiiBriger Lésung = — 7,3°. 

3,610 mg (bei 110° getr.) gaben 5,390 mg CO,, 2,360 mg H,O. 

8,039 ng Substanz gaben 0,250 ccm N, (221/,°, 743 mm). 

3,466 mg - » 5,360 mg BaSQ,. 

Fiir C;H,,O,NS (Mol.-Gew. 149,17) 
Ber. C 40,25°, H 7,48°%/, N 9,39% S$ 21,509, 
Gef. ,, 40,49 ~~ aan 97 9,29 9, 21,24. 
Was die angewandte Methode anbetrifit, so hielten wir uns 


im wesentlichen an die Vorschrift des Entdeckers des Methionins. 











Synthese von 1,4,5,8-Tetraathy]-2, 3,6,7-tetramethyl- 
malonsdureporphin.’) 


Von 
Hans Fischer und Hans-Joachim Riedl. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinehen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Miirz 1982.) 


Vor emiger Zeit wurde iiber die Synthese homologer Kopro- 
porphyrine?) berichtet, die in ihren Eigenschaften und im Ver- 
halten den Koproporphyrinen gleichen. Von Interesse war daher 
insbesondere fiir physiologische Versuche das homologe Uro- bzw. 
[so-uroporphyrin, nachdem von beiden gleichmibig z. b. das Aut- 
zichen auf Knochen festgestellt ist. Die Svnthese des homologen [so- 
uroporphyrins vollzogen wir nach dem mit Halbig ausgearbeiteten 
Verfahren. Ausgangsmaterial war das neu svnthetisierte 2-Methivl- 
3-$-methyvl-malonester-4-ithyvl-5-carbathoxypyrrol, das inden Brom- 
methylkorper tibergefiihrt wurde, derdurch Verkochen mit Wasser das 
3,3’-Methvlmalonester-4,4'-dhaithyl-5,5'-dicarbathoxy -2, 2’-pyrro- 
methan tn schon krystallisiertem Zustand gab. Das .,Methan”™ 
liBt sich leicht durch Verseifen mit Natronlauge in das Hexa- 
natriumsalz iiberfiihren, das dieselbe sehlechte Krystallisations- 
filigkeit besitzt wie das Homologe®), weshalb es sofort mit Ameisen- 
siure in der ablichen Weise ins Porphyrin ubergefthrt wurde, das 
als Ester prachtvoll krystallisiert. Spektroskopisch ist es mit  [so- 
uroester IL praktisch identisch, festgestellt, durch Projektion tiber- 
emander. Der Schmelzpunkt liegt erheblich tiefer, wie immer bet 
den pyrrolhomologen Porphyrinen ein Heruntergehen des Schimelz- 
punktes beobachtet wurde. 


1) 44. Mitteilung iiber Porphyrinsynthesen; 43. Mitteilung vel. H. Fischer 
u. H. K. Weichmann, Liebigs Ann. 492, 35 (1931). 

2) H. Fischer u. G. Stangler, Liebigs Ann. 462, 251 (192s). 

3) H. Fischer u. P. Heisel, Liebigs Ann. 457, 83 (1927). 


Hoppe-Seyvler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVIE I: 
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Das Hiimin des Esters (vel. Fig. 1) sowie Kupfer- und Zinksalz 
vel. Fig. 2) krvstallisieren gut und geben ber der Analvse richtige 
Zahlen. Alle 3 Salze, die Herr Haarer gewonnen hat, sind spektro- 
skopisch ber der Projektion tberemander identisch mit den analogen 


KKomplexsalzen des Iso-uroesters I, wihrend mit den II-Salzen (auBer 


beim Kupfersalz) eine minimale Verschiebung nach Blau eintritt. 





~» 


rig. 7 Fig. 2. 


Vor einiger Zeit haben wir ber die Synthese des 3,4’-D1- 
‘ithyl-4,3'.5’-trimethy]-5-carbithoxy-2,2’-pyrromethans — berichtet, 
das mit 1 Mol Brom sich leicht zu dem schon frither auf anderem 
Wee erhaltenen Pyrromethen oxydieren JéiBt, wihrend 2 Mol 
Brom das Bromhydrat eines bromierten Methens entstehen lassen, 
in dem: also wahrscheinlich das Brom in der Seitenkette sitzt. Das 
Methen soll gelegentlich fiir Svnthesen bilrubmoider Farbstoffe 
Verwendune finden. 

Weiterhin interessierte uns die Frage, ob Seitenketten in den 
Pyrromethen- bzw. Pyrromethanverband einfiithrbar seien. Bei 
den Pyrromethenen haben wir bis jetzt keine Erfolge erzielt. 
Davegen entstand beim Versuch, die Methylmalonester-Seitenkette 
mit Hilfe von Methoxy-methylnalonester in 3-Athyl-4,37,5’-tri- 
methyl-5-carbithoxy-2.2’-pyrromethan [!) emzufithren, em ganz 
unerwartetes Ergebnis. 

H.C: C,H, HC H 


3 


H.C,00CL VL CH, : ZH 
NH [ NH 
Is entstand das 5,5’- Diearbithoxy -4,4’-dimethyl-3,37- diithyl- 
pvrromethan, das frither schon auf anderem Wege®) erhalten war. 
1) H. Fischer, H.J.Riedlu. KE. Baumann, Liebigs Ann, 495, 205 (1929). 
?) H. Fischer u. P. Halbig, Liebigs Ann, 447, 123 (1926). 
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Synthese v. 1,4.5,8-Tetraathyl-2.3,6,7-tetramethyl-malonsiureporphin. = 195 


Ms tritt also unter dem EinfluB der konzentrierten Salzsiiure hydro- 

Ivtische Spaltung ein zum 5-Carbiithoxy-3-ithyl-t-methylpyrrol, das 

entweder mit dem bei der Hydrolyse aus dem Methan abgespaltenen 

Formaldehyd oder mit den Zersetzungsprodukten des Methoxy- 

methyvlmalonesters zum eben genannten Methan kondensiert. 
Ganz analog verlef die Reaktion beim 3-Methyl-malonester- 

(.3°,5°-trimethyl-5-carbithoxy-2,2’-pyvrromethan IT. 

‘O 
H,C-——CH, CL i“ H,C——H 
| SCOOH 


— CH, _ JCH, 


NH IL NH 


H,C,00C 


Auch Iier wird das Methan gespalten und die carbiithoxvlerte 
Halfte tritt allem in den Methanverband em, so da’ das 5,5’-Di- 
carbithoxy -4,4’-dimethyl-3,3'-methylmalonester-pyrromethan | 
erzeugt wird.!) 

Diese Reaktionen haben insofern ein groBes Interesse, weil 
sie den Reaktionsmechanismus der reduktiven Spaltung der 
Pyrrolfarbstoffe cut erliutern. Sowie der Jodwasserstoff das 
Hiimin z. B. in die Leukoverbindunge tibergefiihrt hat, tritt bereits 
durch Salzsiure livdrolvtische Spaltung ein, wie es das Ver- 
halten der Methane [ und [1 erliutert.*) 


Versuche. 

2- Methyl -3, //-methylmalonester-4-athyl-5-carbathoxypyrrol. 3. o 
2-Methyl-4-iathyl-5-carbithoxypyrrol’) werden mit 200 cem 
Sprit, 6 cem Methoxvymethylmalonester und 6 cem konzentrierter 
HC] versetzt und 1 Stunde unter RiiekfluB cekoeht. Danach 
aieBt man in Kiswasser, wodurch das Reaktionsprodukt Slig gefillt 
wird. Nach einigem Stehen wird das O] teilweise fest. Man de- 
kantiert und krystallisiert aus wenig Sprit um, wobei die Krystalli- 
sation oft erst in einer Kis—Kochsalzmischung erfolet. Zur weiteren 
Remigung krystallisiert man aus Sprit-Wasser um. Ausbeute etwa 
die Kinwage. Zur Analyse wurde mehrmals aus Sprit umkrystalli- 
siert und bei 40° 1m Vakuum getrocknet. Schmelzp. 75% Prismen. 


') H. Fischer u. P. Heisel, Liebigs Ann. 497, 83 (1927). 

*) Vel. auch die Ausfiihrungen Diese Z. 194, 208 (1931) zur Erklairung 
der Tatsache der Abstammung des Bilirubins von Koproporphyrin IV. statt 
von Koproporphyrin II]; H. Fischer u. Rothhaas, A. 484, 85 (1930). 

%) H. Fischer u. Klarer, Liebigs Ann. 490, 198-200 (1926). Disser- 
tation Stangler, Technische Hochschule Miinchen 1927. 
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3,972 mg Substanz gaben 8,900 mg CO,, 2,845 mg H,O. 


5,114 my ™" ” O.190 com N (17°, 714 mm). 
C,3H.-O,N (353,2) Ber. C 61,15°%, Mm 7,74 N 3,97°), 
Gef.  .. 61,11 .». 7,94 js ee 


Der obige Ansatz laBt sich leicht fir priiparative Zwecke 
hehebig vergroBern. 

2-Brommethyl-3, /) - methylmalonester - 4 - athyl -5-carbathoxypyrrol. 
20 ¢ 2-Methyl-3-f6-methylmalonester-4-athyvl-5-carbathoxy pyrrol 
werden in 200 cem absolutem Ather gelést und in- einem 
Krlenmeyverkolben, der mit) emem = CaCl,-Rohr verschlossen ist, 
auf emmal mit 10¢ Brom (1,1 Mol) versetzt.. Durch haufiges 
Coimschitteln wird das Brom in Losung gebracht, wober HBr fret 
wird. Man JiBt dann noch 1 Stunde stehen und saugt merauf den 
Ather in einer Saugflasche unter Vermeidung des Zutritts von Luft- 
feuchtigkeit im Vakuum ab. Der Bromkérper krystallisiert aus 
(lmpfen), wenn nicht, bringt man das ausgefallene Ol im Exsiceator 
zur Krystallisation. Man saugt ab und wiischt mit wenig Ather 
und Petrolither (Ausbeute wechselnd). Zur Analyse wurde mehr- 
mals aus Ather-Petrolither umkrystallisiert und bet gew6hnlicher 
Temperatur im Vakuum getrocknet. Schmelzpunkt 86°. Rhom- 
hoedrische Prismen. 

3,860 mg Substanz gaben 7,130 mg CO,, 2,255 mg H,0. 


7.652 my a a 0,236 cem N (22°, 717 mm). 
$572 meg - rm 2,015 mg AgBr. 
C).H,O,N Br (432.1) 
Ber, C 49,989), H 6.079, N 3.24), Br 18,499), 
(ief. 5. 5O38S8 »» G00 sa. oe » 18,76 


3,3 -Di-/)-methylmalonester -4, 4’ - diathyl-5,5’ -dicarbathoxy -2,2’- 
pyrromethan. 20) ¢ 2- Brommethyl-3-f- methylmalonester - 4 - 
‘ithyl-5-carbithoxypyrrol werden mit etwa 1 Liter H,O unter 
Verwendung eines Steigrohres 1 Stunde lang auf dem Sandbad 
verkocht. Nach dem Erkalten dekantiert man und krystallsiert 
die zuriickbleibende Masse aus Sprit um. Ausbeute etwa 8g. Zur 
Analyse wurde einmal aus Sprit unter Zusatz von emigen Tropfen 
Ammoniak umkrystallisiert, dann noch eimige Male aus Sprit 
allen. Bei 60° im Vakuum getrocknet. Schmelzp. 106° Prismen. 


4.512 mg Substanz gaben 10,040 mg CO,, 3,005 mg H,O. 


3,030 me ” ” 0.128 com N (18°, 716 mm). 
C.-H pO, No (690.4) Ber. C 60,83°/5 H 7,30°/, N 4,06° 4 
Gef.  .. 60,69 » 6,40 . +66 


Fir priiparative Zwecke ist es nicht notwendig, vom krystalh- 


sierten) Bromkorper auszugehen, sondern es geniigt, das nach der 
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Verdunstung des Athers ausfallende Rohprodukt (auch wenn es 
Olig ist) zu verkochen. Das so gewonnene Methan ist allerdings 
halogenhaltig und hat emen tieferen Schmelzpunkt, fiir die Weiter- 
verarbeitung ist es aber rein genug. 

Hexa-natriumsalz des 3,3’ -Di-/)-methylmalonsaure - 4,4’ - diathyl- 
5,5’ -dicarboxyl-2,2’-pyrromethans. 7 e¢ des 3,3'-Di-f-methiy!- 
malonester-4, 4’-diaithyl-5.5’-dicarbithoxy-2,2’-pyrromethans —wer- 
den in Sprit gel6st und mit der wiBrigen Losung von 2.8 ¢ NaOH 
(7 Mol) versetzt. Man koecht 5 Stunden auf dem Sandbad, wobet 
das ausfallende Natriumsalz durch H,O-Zugabe in Losung gebracht 
wird. Den Sprit liBt man unter Ersatz durch Wasser langsam 
verdampfen. Nun wird filtriert und im emer Schale auf dem 
Wasserbad zur Trockne gebracht. Zum Schluf trocknet man das 
durch Verunreinigungen braunlich gefirbte Salz im = Exsiceator. 
Ks laBt sich schwer reinigen und ist stark lygroskopisch, so dab 
auf eme Analyse verzichtet wurde. 

Oktamethylester des 1,4,5,8-Tetraathyl-2,3,6,7-tetramethyl-malon- 
saure-porphins. 2 ¢ Hexanatriumsalz wurden in eimem Saugrohrehen 
mit etwa 5cem 100° jiger Ameisensadure iibergossen und in ein Wasser- 
bad von etwa 40—45° gebracht. Nun seluickt man 72 Stunden 
lang emen langsamen Luftstrom durch die sich bald dunkelrot 
firbende Lésung und erneuert jeweils nach dem = EKimdicken die 
Ameisensiure. Zum SchluB labt man ziemlich weit) eindunsten 
und filtriert durch ein Faltenfilter. Man spilt und wiischt mit 
10% ,iger Kssigsiure und danach mit Methylalkohol. (Statt des 
Luftstromes kann man auch emen Wasserstoffstrom durch die 
Losung leiten, wobel man ein remeres Rohprodukt erhalt und viel- 
leicht auch eme etwas bessere Ausbeute, doch hat bel Serien- 
ansitzen der Luftstrom gréBere praiparative Annehmilichkeit.) 
Das auf dem Filter verbleibende Rohporphyrin wird zur weiteren 
teinigung verestert. Man tbergieBt es samt dem Filter mit emem 
UberschuB von gesiittigter methvlalkoholisecher HCl und liBt iiber 
Nacht stehen. Am nadehsten Morgen filtriert man in dasselbe 
Volumen Chloroform, versetzt mit Kiswasser, schittelt durch und 
trennt. Nun wiischt man das Chloroform mit verdinnter Soda- 
losung, danach 2mal mit H,O und trocknet durch Filtration. 
Nach dem Eimengen versetzt man mit der etwa 5-——6fachen Menge 
Methyvlalkohol. Der Oktamethvlester krvstallisiert: alsbald aus. 
Ausbeute etwa 120 mg. Zur Analvse wurde mehrmals aus Chloro- 
form Methvlalkohol umkrystallisiert und bei 60° getrocknet. 
Wetzsteinformige Krvystalle. Schmelzp. 229°. 
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1,735 my Substanz gaben 10,680 mg CO,, 2.730 mg H,O. 


3,011 my - ” 0,185 com N (18°, 720 mm), 
C,5H420,,Nq (998,5) Ber. C 62,49°/, H 6,26°/, N 5,61°/, 
Gef. ,, 62,55 ,, 6,45 >» 0,86 


Spektrum in (Chloroform)-At her: 


], 630,1- 624.5; IL. etwa 615,1 (sehrschwach); ILI, 599,6 (sehwach); 





627.3 
IV. 586,8 ... 573.8—569,8; V. 541,0—525,7: VI, 514,6—486,3; 


OT1,8 533.3 5OO.4 











Mnd-Abs. 438. 

Reihenfolge der Intensitat: VI, V, 1, TV, TI, U1. 

Kupfersalz des 1,4, 5,8-Tetra-athyl-2, 3,6, 7-tetramethyl-malonsaure- 
methylester-porphins. 30 mg Porphyrinester werden in 50 com 
Chloroform gelost. Dazu gibt man eine filtrierte Losunge von 
Kupferacetat in wenig siedendem Eisessig. Das Ganze wird auf 
dem Wasserbad 8 Minuten zum Sieden erhitzt. Man gibt noch 
200 cem Chloroform hinzu, wischt 8mal mit destillertem Wasser, 
einmal mit} Ammoniak und dann nochmals 83mal mit destilliertem 
Wasser. Man enet die filtmerte Chloroformlésung bis auf ein 
kleines Volumen em, gibt dann siedenden Methylalkohol linzu 
und enet weiter stark em. Berm Erkalten krystallisiert das Iwupter- 
salz in roten, prismatischen Nadeln aus. Zur Analyse wird 2mal 
aus Chlorofonn-Methylalkohol wnkrystallisiert und tiber P,O, im 
Vakuum ber 80° getrocknet. Schmelzpunkt 2489 (unkorr.). Aus- 
beute 2S me. 

4,315 mg Substanz gaben 9,410 mg CO,, 2,255 mg H,O, 0,320 meg CuO. 

3.460 my + »  O,L76 com N (20°, 719 mm). 

4,985 me ‘ . $8480 mg Ag. 

CoH yy N,O,.Cu (Mol-Gew, 1060,082) 
Ber. C 58,86, H 5.71%  N 5,299, Cu 6,00, OCH, 23.41%, 


Cief.  ,, 99,47 . O84 . 9,60 » 0,92 % 22,47 


Spektrum in Chloroform: 








I. ... 574,2—556,6 .. .; Il. verw. . . . 536,3—522,0 
Ob54 §29,2 


Mnd-Abs. 420. 
fcihenfolve der Intensitat: I, II. 
Spektrum in Ather: 


lL ... 010,0—B57,8 ...: Il. verw. . . . 533,0—520,0 








563.9 926.5 


Mend-Abs. 410. 
Reihenfolge der Intensitat: I. IL. 
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Ks besteht spektroskopische ldentitaét) ait dem Ihupfer- 


komplexsalz von Iso-uroporphyrin [-oktamethyvlester, auch bei der 
Projektion iiberemander. 

Eisensalz des 1,4,5,8-Tetra-athyl-2, 3,6, 7-tetramethyl-malonsaure- 
methylester-porphins. 200) me Porphyrinester werden in 80 com 
lisessig durch Erwirmen zum Loésen gebracht. Dazu gibt) man 
eine. frisch bereitete filtrierte, heiBe Lo6sune von Ferroacetat, 
der etwas Iochsalz zugesetzt wurde. Man kocht das Ganze 
1, Minute auf, 1aBt erkalten, nimant mit viel Chloroform aut 
und wiascht das Chloroform 8mal mit destilliertem Wasser. Die 
filtrierte Chloroforml6sunge enet man auf em klemes Volumen 
ein und versetzt mit siedendem Methyvlalkohol. Das [isensalz 
krvstallisiert in dunkelbraunen prisinatischen Nadeln aus. Zur 
Analvse krystallisiert man 2mal aus Chloroform—Methylalkohol um 
und trocknet im Vakuimim bei 80° aber PJO5. Schmelzp. 174° 
(unkorr.). Ausbeute 160 me. 


5,227 mg Substanz gaben 11,020 mg CO,, 2,660 me H,O, 0400 me FelO,. 








| 4,650 meg - ” 0.216cem N (18°, 724 mim). 
| 2.845 me i m $780 me Ag.). 

$S7O0 me - ™ 0,665 me AgCl. 
l ‘ v ‘ ‘ ‘ heed , 

C.,H gg NyO,,FeCl (Mol.-Gew. 1087,812) 
Ber. C 57,369), H 5,569), N 5,15, Fe 5,139, Cl 3.26%, OCH, 22,81", 
| Gef. ,, 57,50 ,, 5,69 ,, 5,19 5.85 ; 8 ,. 2 
Spektrum in Ather — 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
‘ I. ... 554,38—545,4 ...; ll. verw. ... 521,6—514,8 .. 
DAYS 51S, 1 


Iend-Abs. 435. 

Reihenfolge der Intensitat: I, I. 

kis besteht spektroskopische Identitat mit dem laisenkomplex- 
salz von Iso-uroporphyrin I-oktamethylester, auch ber der Pro- 
jektion iiberemander. 

Zinksalz des 1,4,5,8-Tetra-athyl-2,3,6,7-tetramethyl-malonsaure- 
methylester-porphins. 30 me Porphyvrinester werden in 50 cei 
Chloroform gel6st. Dazu gibt man eine heibe, filtmerte Losung 
von Zinkacetat in Eisessig. Man erlitzt 3 Minuten auf dem 
Wasserbad zum Sieden, verdiinnt mit Chloroform, wischt 3mal 
mit destilliertem Wasser, Pmal mit) verdiinntem Ammoniak, 
nochmals 3mal mit destilhertem Wasser. Man enget die filtrierte 
Chloroformlésung ei, versetzt mit siedendem Methylalkohol und 
enet weiter stark ein. Berm Erkalten krvstallisiert das Zinksalz 
In rotvioletten prismatischen Nadeln aus. VAT Analy se wird 2imal 
aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert, und uber PJO. im 
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Vakuum ber 80° getroeknet. Ausbeute 28 me. Schmelzp. 264 bis 
265" (unkorr.). 


1,565 me Substanz gaben 9870 mg CO,, 2,320 mye H,O. 


$472 my ™ a 0.218 com N (16°, 724 mm). 
3.601 me ‘is - 0.289 mg Zn. 
$615 my ‘ 7.985 me Av). 


C.JHy )N,0,,4n (Mol.-Gew. LO61,882) 
Ber. © 58,76° H 5,69°/, N 5,28°/, Zn 6,16°/,, OCH, 23,37°/, 


0) 








Gief. ,, 58,97 . o.68 ., 3,48 .. 6,44 ‘ 22,86 
Spektrum in Chloroform: 
. ..s « Bee —Seed . . .2 ll... . 546,7—527,1...; End-Abs. 435. 
D73.8 036.9 


Reihenfolve der Intensitat: I, TL. 


Spektrum in Ather. 
I. 581,5—570,2; ll. ... 545,7—531,5 . . .; End-Abs. 430. 








2409 538.6 


Reihenfolge der Intensitat: I, U1. 


Bromierung des 3,4’-Diathyl-4,3',5 -trimethyl-5-carbathoxy- 


2,2'-pyrromethans. ') 

a) Mit I Mol Brom: 8,4’-Diathyvl-4,3',5’-trimethyl-5- 
carbathoxy-2,2’-pyvrromethen-bromhydrat.?) 1 @ Methan 
wird in 4 com Eisessig suspendiert und mit 0,5 ¢ Brom ver- 
setzt. Nach emiger Zeit krvstallisiert das Methenbrombhydrat 
aus, welches am anderen Tage abgesaugt wird. Zur Analvse 
wurde mehrmals aus Chloroform: Petrolather umkrystallisiert und 
ber 50° im Vakuum getroeknet. Schmelzp. 169° unter Zersetzung,. 


Prismen., 
5,582 me Substanz gaben 11,8380 mg CO,, 3.560 mg H,O. 
3.822 me ss ms 0,250 com N (19°, 723 mm). 
7.002 my 3.670 me AgBr. 


(,H,-O.NoBr (395,2) 


fer, C 57,69°/, H 689° , N 7,09°/, Br 20,22°/, 
Gef.  ¥, 57,80 7.14 tone », 20,82 


b) Mit 2 Mol Brom: 3,4°-Diathyvl-4.3’-dimethyI-5- 
carbithoxy -5'-brommethyl-2,2’- pvrromethen-bromhy- 
drat. Le Methan wird in 4 cem [isessig suspendiert und mit 
le Brom versetzt. Nach eimiger Zeit: krystallisiert das Methen- 
brombhydrat aus, welehes am andern Tage abgesaugt wird. Zur 

1) H. Fischer, Baumann u. Riedl, Liebigs Ann. 445, 235 (1929). 


ae 


*) Vel. auch H. Fischer, Sturm u. Friedrich, Liebigs Ann. 461, 273 


(192s). 
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Analvse wurde mehrmals aus Kisessig umkrystallisiert und ber 50° 
in Vakuum getrocknet. Schmelzp. 142° unter Zersetzung. Prismen. 


5,103 mg Substanz gaben 8,925 mg CO,, 2.775 mg H,O, 0,082 mg Asche. 
3.803 my = ‘a 0,206 com N (19°, 726 mm). 


8,037 mg ” 6.45] me AgBr. 

C,gH.,O.NoBry (474.1) 

Ber. C 48,109, H 5,499), N 5,919) Br 33,76", 
(ref... 48,00 .. 6.12 ~» 60d »» 24,16 


Einwirkung von Methoxymethylmalonester in alkoholischer, salz- 
saurer Loésung auf 3-Athyl-4,3’,5’-trimethyl-5-carbathoxy-2,2’-pyrro- 
methan.') 1 ¢ Methan wird in Scem Sprit geldst, dazu 2 cem 
Methoxyvmethyvlmalonester und 2 cem konzentrierte HCl] gegeben 
und 1 Stunde gekocht. Man fallt mit) Wasser, dekantiert nach 
einiger Zeit, troecknet im Exsiceator und wiischt das Ol, das meist 
schon von Krvstallen durchsetzt ist, zur Entfernung des Methoxy- 
methylmalonesters mit Petrolaither. Darauf saugt man ab und 
krystallisiert aus Sprit um. Zur Analyse wurde nochmals aus Sprit 
tunkrvstallisiert und ber 60° im Vakuum getrocknet. Schmelz- 
punkt 125° Prismen. 

4,444 mg Substanz gaben 10,980 mg CO,, 3,360 mg H,O. 

C,,H,,0,N. Ber. C 67,33°/, H 8,089, 
Gef.  ,, 67,38 » 8,46 . 

Einwirkung von Methoxymethylmalonester in alkoholischer, salz- 
saurer Losung auf 3-Methylmalonester-4,3',5 -trimethyl-5-carbathoxy- 
2,2’-pyrromethan.”) [ie Reaktion wurde vollkommen analog wie 
die vorhergehende ausgefiihrt. Der erhaltene Korper wurde zur 
Analyse aus Sprit umkrystallisiert und ber 60° im Vakuum ge- 
trocknet. Schmelzp. 126°. Prismen. 

5,190 mg Substanz gaben 11,230 mg CO,, 3,200 mg H,0O. 

Cy3H,,O,2N. Ber. C 59,79, H 7,00, 
Gef.  ,, 59.01 .. 6,90 


1) H. Fischer, Baumann u. Riedl, Liebigs Ann. 475, 237 (1929). 
-) H. Fischer, Baumann u. Riedl, Liebigs Ann. 475, 238 (1929). 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXVIII. Mitteilung. 


Uber die fermentative Aufspaltung der Thymusnucleinsdure 
mit Nucleotidase aus Darmschleimhaut. 
Die Isolierung der Nucleoside der Thymusnucleinsaure. 
Von 
Franz Bielschowsky und Willibald Klein. 
Mit 4 Figuren auf Tafel 11. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. 3B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1932.) 


lin Jahre 1914 hatte Thannhauser!) zum ersten Male ver- 
sucht, die Nuclemsiiuren fermentativ aufzuspalten. Er benutzte 
dazu menschlichen Duodenalsaft. Zusammen mit Blanco wurden 
diese Versuche im Jahre 19267) wieder aufgenommen, sie fihrten 
aber micht zu dem gewiinschten Erfolg, da die Spaltung bis zu 
den freien Purinen fiihrte. Wahrscheinlich war diese weitgehende 
Hydrolyse nicht eine rein fermentative, sondern zum ‘Teil durch 
Siureeinwirkung bedingt. Die im Duodenalsaft enthaltene Nucleo- 
tidase spaltet die Phosphorsiure aus der Thymusnucleinsiure ab 
und die ungeniigende Pufferung des Hydrolvsates fihrte zu emer 
Aufspaltung der gegen Siure sehr empfindlichen Purmnucleoside.?) 

1927 stellte W. Deutseh aus Leber ein Fermentpraparat 
her, das die Phosphorsiiure nahezu quantitativ aus der Thyimus- 
nucleinsiure abspaltete, und es wurde in dieser Publikation ver- 
merkt, daB sich das Thannhausersche Laboratorium diese 
Fermentmethodik zur priparativen Darstellung der Nucleoside 
vorbehalte. Im Verlauf dieser Untersuchungen erschienen dic 
Arbeiten von Levene und London’), denen es mit Hilfe von 
Hundedarmsaft) gelungen war, Guanosin, Inosin, Thymosin und 
ein semikrystallines Cytidinpikrat aus Thymusnuclemsiiure zu 1so- 
lieren. Diese Publikationen zwangen zu vorzeitiger Veroffent- 
lichung®) der mit der Lebernucleotidase erzielten Resultate. [cs 


wurden mit dem von Deutseh angegebenen Ferment das Thy- 
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mosin und minimale Mengen Adenosin erhalten und beschrieben. 


Die Darstellung von Purinnucleosiden in gréBerer Menge scheiterte 
infolege der in diesem Ferment enthaltenen Nucleotidase. Die Purine 
wurden unter gleichzeitiger partieller Desamidierung vom holile- 
hvdrat abgespalten, so da®i Guanin, Nanthin, Adenin und Hypo- 
xanthin erhalten wurden. 

Da Versuche, die Lebernucleotidase zu reinigen, auf auber- 
ordentliche Schwierigkeiten stieBen, wurde dieser Wee verlassen 
und die Arbeit mit dem in der vorausgehenden Mitteilung von 
W. Klein’ besehriebenen, aus) Darmschleimhaut = gewonnenen 
Fermentpraparat weitergefiihrt. 

Damit wurden die Versuche Thannhausers aus dem 
Jahre 1914, mit besserer fermentativer Methodik erfolgreich fort- 
cveset zt. 

Mit Hilfe des neuen Ferment priiparates gelang es nut Leichtiy- 
keit, Guanosin, Inosin, Thymosin und Cytidin zu isolieren. Die 
[soherune des Inosins beweist, daB dlmlich, wie bei der Leber- 
nucleotidase eine Desamidase in dem Fermentpriiparat enthalten 
ist. Wie aus der relativ guten Ausbeute an Guanosin hervorgelt, 
ist das die in 2-Stellung stehende Aminogruppe abspaltende Knzyin 
nur in geringer Menge in dem angewandten Ferment enthalten. 
XNanthosin wurde nur einmal in minimaler Ausbeute gewonnen. 
Ber dieser Hydrolyse war die Menge des angewandten Iinzymes 
vrOBer als in den tibrigen Versuchen. Jim Gegensatz zu den Resul- 
taten, die bei der fermentativen Aufspaltung der Hefenuclemsiiure 
nut Lebernucleotidase erhalten wurden, verhalten sich die eime 
6-Aminogruppe enthaltenden Verbindungen Adenosin und Cytidin 
nicht gleichsinnig bei der fermentativen Hydrolvse mit Darm- 
nucleotidase, Wihrend die Lebernucleotidase als Spaltprodukte 
der Hefenucleinsiure Inosin und Uridin lieferte®*), wird Cytidin 
aus Thymusnucleinsiiure von dem Fermentpriparat aus Darm- 
schleimhaut nicht angegriffen. Bisher unverOffentlichte Versuche 
mit Klemperer zeigen, daB das gleiche Darmferment das Cytidin 
der Hefenucleinsiure in groBem Umfange desamidiert. Diese ‘Tat- 
sache spricht fiir die von G. Schmidt®) entdeckte weitgehende 
Spezifitiit ber der Desamidierunge der Nucleinsiuren und ihrer 
Spalt produkte. 

Aus den Fermentstudien des Thannhauserschen Labora- 
toriums und den Versuchen Levenes, geht mit Sicherheit hervor, 
daB in den oberen Diinndarmabschnitten die Phosphorsiure 
quantitativ aus dem Nucleinsiuremolekil abgespalten wird, Da- 
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bei kommt es zu gleichzeitiger partieller Desamidierung der Purin- 
und Pyrimidinnucleoside. Wir sehen in den Nucleimsiuren eine 
der bisher unbekannten Quellen fiir das im Pfortaderblut wahrend 
der Verdauung auftretende Ammoniak. 

In dieser Mitteilung soll nur die Aufarbeitung eimes ‘Teiles 
der fermentativen Hydrolyse der Thymusnucleinsiiure beschrieben 
werden, und zwar die Isolhierung des Guanosins, das sich als gallert- 
artige Masse beim Kinengen abscheidet und die Aufarbeitung des 
Kiltrates der Bleiammoniakfaillung. Dieses Endfiltrat enthalt den 
iberwiegenden Anteil der Nucleoside. Wir glauben, daB die un- 
venugenden Ausbeuten, die Levene in seiner Publikation angibt. 
zum Teil darauf zurackzufiihren sind, dab das Filtrat der Blei- 
ammoniakfillung von Levene, soweit aus der Publikation zu er- 
sehen ist, nicht aufgearbeitet wurde. 

Die Aufarbeitung der Blelammoniakfillung, die der Pyrimidin- 
fraktion Levenes entspricht , soll in einer spiteren Publikation 
mitgetellt werden. Sie enthalt noch reichlich Purinnucleoside, 
eine stickstofffreie reduzierende Substanz und geringe Mengen 
Pyrimudinnucleoside. 

Mit Hilfe der angewandten, im = experimentellen ‘Teil aus- 
fithrliich beschriebenen Methodik, gelingt es, die Nucleoside der 
Thymusnucleinsiure in guter Ausbeute darzustellen. Diese Ver- 
bindungen werden mit unserer Methodik genau so leicht zugiing- 
lich, wie die seit langem bekannten analogen Verbindungen der 


Hefenuclemsiiure. 


Experimenteller Teil. 


100 ¢ =thymusnucleinsaures Natrium werden in 500 com 
warmen Wassers gelést und mit Natronlauge schwach alkalisch 
gemacht. Dazu kommt eme Losung von 50 ¢ krvstallwasser- 
haltigem Magnesiumacetat zum Abfangen der bei der Spaltung 
freiwerdenden Phosphorsiure. Zur Aufrechterhaltung des opti- 
malen px waihrend der 6—8 Stunden dauernden Hydrolyse werden 
1 Liter 1 n-Ammomak-Ammonium-acetat puffer (px 8,9) hinzu- 
vefiigt. Zu diesem Gemisch wird die Enzymlésung, entsprechend 
500 com Glycerinextrakt aus Darmschleimhaut, hinzugegeben und 
die LOsung auf ein Volumen von 5 Liter gebracht. Die Reaktions- 
mischung wird dann fir die Dauer der Hydrolyse im Thermostaten 


ber emer ‘Temperatur von 37° gehalten. 
Kontrolle der Fermentwirkung: Vor Beginn und am Ende 
der Spaltung werden je 5 cem der Losung zur Bestimmung des 
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anorganisch gebundenen Phosphors entnommen. Die Analyse er- 
folat nach den Angaben der vorausgehenden Arbeit. Beispiel: 
Anfangswert 5 cem Lésung = 0,1 g thymusnuclemsaures Natrium 
enthalten 4,475 mg gebundenen Phosphor. Naeh 7 Stunden. sind 
noch 0,175 mg gebundener Phosphor vorhanden. Die Spaltung be- 
trigt demnach 96,1°/. 

Nach Ende der Spaltung wird die Losung zur Enteiweibung 
mit Eisessig auf px 4,7 gebracht. Nach kurzem Stehen  flockt 
das KiweiB aus, so dab ein klares Filtrat erhalten wird. Diese 
Losung wird mit Ammoniak neutralisiert, um jede Siureeinwirkung 
zu vermeiden. Hierber tribt sich die Losung durch ausfallendes 
Ammoniummagnesiumphosphat. Das neutrale Hydrolysat wird 
dann im Vakuum bei einer Badtemperatur von etwa 35° auf eim 
Volumen von 1000—1200 cem gebracht und mit 200 cem emer 
Magnesiumacetatlésung versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen ist 
die Fallung vollstandig und es wird vom Ammoniummagnesium- 
phosphat abgenutscht. Ausbeute etwa 37 ¢ entsprechend einer 
Spaltung von 97—98° 5. 

Das Filtrat wird auf ein Volumen von etwa 400 cem gebracht. 
Hierber triibt es sich stark und gelatiniert beim Erkalten. Von 
dieser Gallerte wird unter Kiihlung abzentrifugiert und der Nieder- 
schlag erst mit kaltem 50°/jigem Alkohol und dann mit 96°/) igem 
Alkohol gewaschen. Die von Levene vorgeschlagene Behand- 
lung mit Methylalkohol scheint uns schlechtere Ausbeuten zu geben. 
Der gewaschene Niederschlag wird in warmem Wasser gelOst und bei 
neutraler Reaktion mit basischem Bleiacetat versetzt. Hs fallt ei 
veringer Niederschlag aus, von dem abgesaugt wird. Das Filtrat wird 
nut konz. Ammoniak stark alkalisch gemacht, die L6sung rasch 
zum Sieden erhitzt und heiB filtriert. Beim Erkalten triibt sich 
das zuerst klare Filtrat und nach mehrstiindigem Stehen im = [is- 
schrank wird der entstandene Niederschlag abgesaugt, gut ge- 
waschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach lHntfernung 
des Bleisulfides wird die Lésung bei 30° im Vakuum eingeengt : 
es scheidet sich dabei eine in Nadeln oder Platten krystallisierende 
Substanz ab. Dieselbe ist in kaltem Wasser schwer, in warmem 
leicht lésheh, gibt deutliche Orecinreaktion und reduziert nicht. 
Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Wasser ist die Substanz 
aschefrei. Schmelzpunkt: sintert scharf bei 200° und zersetzt sich 
beim weiteren Erhitzen ohne zu schmelzen. 

4,899 mg Substanz gaben 8,01 mg CO, und 2,120 mg H,0. 


3.377 mg 1 = s O.745 Com N (22°, 768 mm). 
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Guanosin C),H),N,O, (nach Levene) 
ber, (44,929, H4.9%  N 26.2%, 
(ret. 44,59 » 4.84 1 20,8 

Die Ausbeute an dieser Substanz betrug etwa 1g aus 100 ¢ 
thymusnucleinsaurem Natriam. Aus der Mutterlauge des Guano- 
sins kOnnen kleine Mengen Thymosin, etwa 50—80 mg gewonnen 
werden. Das Filtrat der Gallerte wird wieder auf ein Volumen 
von etwa 800 ¢cem gebracht und mit Bleiacetat versetzt. Die 
Losung bleibt klar; Ammoniak wird im UberschuB zugegeben, 
wober em auberordentlich voluminoser Niederschlag entsteht. Be- 
handelt man ihn, wie von Levene zur Reindarstellung der Nucleo- 
side vorgeschlagen und beim Guanosin beschrieben ist, so firbt 
er sich dunkelgelb und ein grober Teil Ost sich nicht in der Hitze. 
Uber die Aufarbeitung dieses Niederschlages soll demniichst be- 
richtet werden. Das Filtrat der Bleiammomakfallung wird vom 
iiberschiissigen Ammomak befreit, und dann Schwefelwasserst oft 
eingeleitet. Das Bleisulfid wird entfernt, die Ammonsalze mit Hilfe 
von Baryvt im Vakuum zersetzt und die Losung mit verdiimnter 
Schwefelsiure angesiiuert, bis Kongopapier schwach blau gefarbt 
wird. Das Bariumsulfat wird abzentrifugiert und die Essiesiure 
durch Ausithern entfernt. Dann wird mit) Barytwasser wieder 
neutralisiert und nach Kntfernen des Bariumsulfates die Losung 
zu einem halbfesten Sirup im Vakuum eimgeengt. Dieser wird 
mit absolutem Alkohol gehartet, bis ein fast weibes Pulver entsteht. 
Der verwandte Alkohol wird mit der doppelten Menge Ather ver- 
setzt. Die alkoholiseh-itherische Losung wird im Vakuum_ ein- 
veengt und es scheidet sich dabet manchmal eime schlecht in 
Drusen krystallisierende Substanz ab, die als Insosin identifiziert 
werden konnte. Manehmal bleibt die Losung klar und es restiert 
ein gelbes Ol, aus dem beim Stehen sich 2-21), ¢ einer in Nadeln 
krvstallisierenden Substanz absecheiden. Das Rohprodukt schmuilzt 
ber 175-—180° und wird durch Behandeln mit absolutem Alkohol 
in der Kiilte yom anhaftenden OL befreit. Nach Umkrystallisieren 
aus Wasser schmilzt die Substanz scharf ber 185° Is handelt sich 
demmnach um Thymosin. 


3.586 mg Substanz gaben 6,545 mg CO, und 1,895 mg H,O. 


2.825 my * a 0,269 com N (22.5°, 775 mm). 
OF: BR OP Ber. C 49,59°/, H 5,80°/, N 11,56°/, 
CGef.  .. 49.78 , 5,91 cy. Rhee 


Aus dem Filtrat des Thymosins konnen beim Stehen noch 


veringe Mengen Inosin auskrystallisicren (bis zu 0,1 g). Danach 
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restiert ein gelbes Ol, das keinerlei Tendenz zur Krystallisation 
zeigt. Es wird mit alkoholischer Pikrinsiurelésung im Ubersehub 
versetzt. Ks krvstallisiert ein Pikrat aus, das nach Uimkrystath- 
sieren aus Wasser oder 96° gigem Alkohol ino makroskopischen 
Nadeln erhalten wird. Die Substanz sintert stark ber 190°, ohne zu 


) 


schmelzen, Ausbeute etwa 3g aus emer Hydrolyse. 


4.972 mg Substanz gaben 7,25 mg CO, und 1,58 mg H,0. 
3,004 my ». 0,469 com N (22°, 763 mm), 


CBA, Ber. C 39,469), H 3.53°/,  N 18,429, 
Gef.,, 39,77 .. 3,63 4 ae 


1,5 ¢ des einmal umkrystallisierten Pikrates werden in so viel 
warmem Wasser gelést, dab beim Erkalten nur eine geringe ‘Trii- 


bune entsteht. Die Lo6sunge wird mit 3 cem 10° piger Schwetel- 
siiure versetzt und die Pikrinsiure ausgeithert. Zui der noch 
schwach gelb gefarbten Losung wird noch 1 cem 10° sige Schwefel- 
siiure zugefiiet und so lange ausgeithert, bis die wibrige und athe- 
rische Losung farblos erschemen. Danach wird mit Baryt neutrali- 
siert, das Bariumsulfat entfernt und die wabrige Losung eimyeenst. 
Hierbei scheiden sich geringe Mengen von Bariumpikrat ab, von 
diesem wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuumexsiccator eim- 
ceenet. Es restiert ein schwach gelb gefiirbtes OL, das mit 96° ,igem 
Alkohol verrieben wird. Beim Verdunsten des Alkohols scheidet 
sich die Substanz in Nadeln ab. Die Krystalle werden durch Ver- 
reiben mit absolutem Alkohol von anhaftendem OL befreit. Die 
Substanz schmilzt ber 193°, 


2,559 mg Substanz gaben 4,510 mg CO, und 1,34 mg H,O. 


2.420 me me a 0.377 com N (22°, 766 mm). 
C,H,,N,0, ser. C 47,33°/, H 6,19°/, N 18,42°/, 
Get. ., 47,30 on Sea .) SSS 


Ks handelt sich also um Cytidin. 


Das mit Alkohol getrocknete Endfiltrat wird mit siedendem 
absoluten Alkohol so lange extraliert, bis die Oreinreaktion nur 
noch schwach positiv ist. Die alkoholische Losung wird mit gleichen 
Teilen Ather versetzt und das Filtrat der Atherfillung im Vakuum 
eingeenst. Hierbei scheidet sich eime Substanz ab, die zuerst 
meist in Drusen krystallisiert. Sie l6st sich leicht im) warmem 
Wasser und krystallisiert beim Erkalten in) gebogenen Nadeln. 
Sie sintert scharf ber 202° und zersetzt sich bein weiteren [Er- 
hitzen. Wir haben aber auch sicher cimwandfreie, analysierte 
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Inosinpriparate erhalten, die beim Erhitzen im = Schmelzpunkt- 
rohrehen em anderes Verhalten zeigten. Der Punkt. bei dem sie 
sinterten, lag bis zu 210°. 


1.791 mg Substanz gaben 8.340 mg CO, und 2,08 mg H,O. 


2.650 my 7 »~ O16 ¢cem N (24,59, 761 mm). 
C,gH,,N,0, Ber. C 47,599, H 4,809, N 22,220) 
Cief. ., 47,48 » «+,.86 js Beet 
Ausbeute an dieser Substanz: 2-8 ¢ aus 100 ¢ thymusnuelein- 


saurem Natrium. Die gréBere Inosinmenge findet sich meist in 
der durch Extraktion mit heiBem Alkohol gewonnenen Fraktion. 
Aus der Mutterlauge des Inosins scheidet sich beim Stehen, eime 
Substanz in groben Krystallen ab. Nach Umkrystallisieren aus 
Wasser erschemt sie in langen Nadeln. 

Aus emer Hydrolyse, bei der, wie anfangs erwihnt, sehr 
vrobe Fermentmengen verwendet wurden, restierte ein Endfiltrat. 
aus dem durch eine Fallung mit Blei-Ammoniak eine Substanz 
vewonnen werden konnte, die zuerst als Gallerte ausfiel. Nach 
tagelangem Stehen im Eissechrank krystallisierte die Substanz in 
“ZW Bischeln angeordneten groben Nadeln. Schmelzpunkt: sintert 
stark ber 170° beim = weiteren) Erhitzen) verkohlt sie ohne zu 
schmelzen. Nach der Analyse scheint es sich um Xanthosin zu 
handeln. Die geringe Ausbeute verhinderte eine weitere Unter- 


suchune, 
1.682 mg Substanz gaben 8,10 mg CO, und 2,20 mg H,O. 
3.465 me 7m . «=—s O,641 com N (23°, 758 mm). 
C,9H,20;N, Ber. C 44,75°/, H 4,519, N 20,9 °/ 
Gef.  ., 45,18 » 5,26 » 21,28 


Spaltung des Inosins. 


Das Inosin wurde nach der Vorschrift von Levene mit 0.01 n- 
HCL gespalten. Das Reaktionsgemisch wird in’ Eis-hoehsalz- 
mischunge ausgefroren und langsam wieder aufgetaut. Die Loésung 
wird noch kalt filtriert, dabei bleibt das Hypoxanthinchlorhydrat 
auf dem Filter zuriick. Dieser Niederschlag wird in heiBem Wasser 
velést und die filtrierte Losung mit einem UberschuB an wiibriger. 
vesiittigter Pikrinsiiure versetzt. Beim Stehen scheidet sich das 


Pikrat aus. 


5,339 mg Substanz gaben 6,815 mg CO, und 1,15 mg H,O. 

3.088 my a . 0,674 com N (20,59, 759 mm). 

(H.O.N, + H,O Ber. C 34.449, HH 2.369), N 25, 
Gef.  .. 34.81 os meee 25 








} 
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Mit Hilfe dieser Methode gelang es, auch den freien Zucker 
in krystallisierter Form zu erhalten. Diese von Levene Thy- 
minose genannte Verbindung soll in einer spiteren Publikation 
genau beschrieben werden. 

4,973 mg Substanz gaben 8,095 mg CO, und 3,23 mg H,O. 


C3H,,O, Ber. C 44.75%, H 7,519,  Gef. C 44,39°/, H 7,27, 
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XXVIII. Mitteilung. 

Zur Frage der Spezifitat der von Z. Dische angegebenen Farbreaktion 
mit Diphenylamin und Carbazol auf die Purin- und Pyrimidinnucleoside 
der Thymusnucleinsaure. 

Von 
Franz Bielschowsky und Marianne Siefken-Angermann. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1932.) 


Wir haben verzichtet, auf die Bemerkungen von Z. Dische 
zu unserer ersten Mitteilung iiber die Spezifitiit der Diphenylamin- 
und Carbazolreaktion sofort zu antworten, da die von Z. Dische 
autgestellten Hypothesen nur durch die Priifung der krystallisierten 
Nucleoside der Thymusnucleinsiiure widerlegt werden kénnen. 
Unsere Arbeiten haben uns in den Besitz von Guanosin, Inosin, 
Cytidin, Thymosin und des freien krystallisierten Zuckers gesetzt. 
Wir haben das Verhalten dieser Substanzen bei der Carbazol- 
und Diphenylaminreaktion gepriift. Die Resultate sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt: 


Diphenylaminreaktion. 





Substanz 

a blau nach 1’ tief blau-violett nach 3’ 

nosin : 

Cytidin...... nach 4’ beginnende Blaufirbung, nach 15’ blau-violett 

Thymosin nach 10’ schwache Blaufirbung, die langsam an Intensitiit I 
zunimmt U 

Thyminose. .. nach 1° dunkelblau-violett 

Digitoxose .... nach 1’ griin-blau. 2 

: ( 
Carbazolreaktion. 

(yuanosi ee , ” , ron 

ig | sofort Rotfiirbung, die nach lingerem Erhitzen (etwa 15’) , 

Cytidi nach braun-rot umschligt 

ytidin 


Thymosin ...._ braun-rot. 














it 


y’) 
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Diese Zusammenstellung zeigt unseres Erachtens vollig ein- 
deutig, daB allein die Festigkeit der Glucosidbindung die Ursache 
fiir den zeitlich verschiedenen Ablauf der Farbreaktionen ist. Wir 
haben den Verlauf der Reaktion vom Zusatz des Reagenz bis zu 
dem Zeitpunkt an dem die maximale Intensitiit der Fiirbung er- 
reicht war, verfolet, da nach einer liingeren Zeitdauer die starken, 
zwischen den einzelnen Nucleosiden am Anfang bestehenden Ver- 
schiedenheiten, verschwinden. Dab die Konzentration der unter- 
suchten Substanzen bei der qualitativen Priifung keine Rolle spielt, 
geht aus der Untersuchung des freien Zuckers hervor. Von diesem 
kamen nur minimale Mengen, 1—2 mg in 2 cem, zur Anwendung. 
Hier trat die Reaktion trotz der geringen Konzentration, auch 
wenn man die Menge des Zuckers auf Pwinnucleosid umrechnet, 
mit der gleichen Geschwindigeit und groBer Intensitiit auf. Die 
Nachpriifung der in unserer ersten Publikation?) mitgeteilten Deutung 
unserer Befunde, hat eine vollkommene Bestiitigung fiir unsere 
Auffassung erbracht. Nur die damals geiiuBerte Vermutung, dah 
die bei der Diphenylaminreaktion auftretende Blaufiirbung wahr- 
scheinlich allen Desoxyzuckern zukiime, mu dahin modifiziert 
werden, dafs deutliche Farbunterschiede zum mindesten zwischen 
Digitoxose und Thyminose bestehen. 

Dische?*) schreibt: ..Man muB indessen beachten, daB die 
Diphenylamin- und Carbazolreaktion sich bis zu einem gewissen 
Grade ergiinzen, denn die Diphenylaminreaktion ebenso wie die 
Indolsalzsiiurereaktion wird nur von dem an die Purinbasen ge- 
bundenen Kohlehydrate gegeben. Die Carbazolreaktion dagegen 
zur Giinze oder fast zur Giinze von dem an die Pyrimidinbasen 
gebundenen Zucker“. 

In dieser Zeitschrift 192, 58: ,Ich habe keineswegs in 
meiner fritheren Mitteilung behauptet, daB das pyrimidingebundene 
Kohlehydrat die Diphenylaminoreaktion nicht gebe. — Auf die 
Verschiedenheit der Kohlehydrate der Purin- und Pyrimidin- 
nucleotide schloB ich aus dem Verhalten der Carbazolreaktion 
und nicht der Diphenylaminreaktion nach der Spaltung Levenes. 

Unsere verschiedene Auffassung iiber den Anteil der Pyrimidin- 
zucker an der Carbazolreaktion wurde durch das Verhalten des 
Cytidins geklirt. Diese Pyrimidinzuckerverbindung ist Siiuren 
gegeniiber zwar nicht so empfindlich wie die Purinnucleoside, aber 
auf Grund unserer Erfahrungen mit dieser Substanz sehr viel 

1) Diese Z. 191, 123 (1930). *) Mikrochemie 8, 10 (1930). 
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leichter hydrolysierbar als das Thymosin. Diesem Verhalten ent- 
spricht die Tatsache, daB Cytidin von der im Deutschschen 
Fermentpriiparat enthaltenen Nucleosidase aufgespalten wird, 
wihrend das Thymosin intakt bleibt. Die Rotfiirbung der Carbazol- 
reaktion wird also im wesentlichen von den Purinnucleosiden und 
vom Cytidin gegeben, wiihrend vor dem Eintritt der Reaktion 
beim Thymosin schon die Zersetzungen auftreten, die Braunfirbung 
hedingen. Die gleiche Braunfirbung erscheint auch bei den iibrigen 
Nucleosiden, beim liingeren Einwirken des Reagenz im siedenden 
Wasserbad. 

Zusammentassend ist zu sagen, sowohl die Carbazol- wie die 
Diphenylaminreaktion der Thymusnucleinsiure wird durch die 
Thyminose bedingt. Beide Reaktionen werden sowohl vom freien 
Zucker wie von allen Nucleosiden gegeben. Die Differenzen im 
zeitlichen Auftreten der Reaktion beruhen auf der verschieden 
sroBen Festigkeit der Glucosidbindung. 

Diese Untersuchungen ergeben keinen Anhaltspunkt — fir 
einen unbekannten Bestandteil der Thymusnucleinsiure, da die 
jetzt bekannten Bausteine zu einer restlosen Erklirung aller beob- 
achteten Farberscheiungen vollig ausreichen. Das Ergebnis 
war vorauszusehen, denn seit den Arbeiten Kossels und seiner 
Schiiler sind die basischen Bausteine der Thymusnucleinsiure 
bekannt. Die diesen Purin- und Pyrimidinbasen entsprechenden 
Nucleoside wurden durch Arbeiten Levenes und durch unsere 
Untersuchungen dargestellt. Die Analysendaten dieser Nucleoside 
und die Spaltungsversuche geben keinen Anhaltspunkt dafiir, daB 
verschiedene Kohlehydrate am Aufbau der Thymusnucleinsiure 


heteiligt sind. 





Hoppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCVIL. Tafel I. 
Zu ..Hans A. Raab, 
seitrage zur Kenntnis des Giftstoffs der Knollenblatterpilze*. 
(Seite 157.) 





